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RESUMO



A dengue é uma das mais importantes arboviroses que acometem o
homem na atualidade. Trata-se de grande problema de salde publica, dado
gue nas ultimas décadas a incidéncia de doenca causada pelos Dengue virus
(DENV) tem aumentado significativamente. A transmissdo ocorre atraves da
picada do mosquito-vetor do género Aedes, com destaque para o Aedes
aegypti. A infeccado por DENV caracteriza-se por sintomatologia inespecifica e
o tratamento é apenas sintomatico. No decorrer da infecgcdo, ha a ativagdo do
sistema imune do hospedeiro, com destaque para a inducdo de uma grande
variedade de moléculas antivirais e de vias de sinalizacdo. A via das
Fosfatidilinositol 3-quinases (PI3Ks) € uma delas. Esta via é responsavel pela
fosforilacdo do grupamento fosfato da molécula e fosfatidilinositol, tendo vérias
funcdes no organismo, dentre elas, as relacionadas ao processo inflamatério,
como a proliferacdo, o desenvolvimento e a migracao celular. As PI3Ks séo
divididas em trés classes, sendo a classe IB o alvo deste projeto. Esta classe é
composta unicamente pela PI3Ky, que esta intimamente relacionada a
inflamacé&o. Para se estudar o efeito desta via durante a patogénese da dengue
experimental, utilizamos animais adultos selvagens (WT) e deficientes para a
PI3Ky (PI3Ky™). Os animais foram infectados com o sorotipo 3 do virus (DENV-
3) e, apos a infeccao, verificamos a ativacdo do principal alvo da via da PI3K,
NF-kB, e a fosforilacdo de AKT. Além disso, avaliamos a taxa de letalidade e os
parametros clinicos (hematocrito, plaguetas, producao e liberacdo de citocinas
e quimiocina, infiltrado neutrofilico, dano hepatico) e quantificacdo da carga
viral ap6s a infeccdo. Os animais selvagens (WT) desenvolveram o0s sinais
clinicos caracteristicos da doenca humana: trombocitopenia e
hemoconcentracdo, além de lesdo tecidual no figado, observado através da
histologia e do escore de lesdo e dosagem do nivel das transaminases
hepaticas. Além disso, apresentaram também uma producdo elevada de
citocinas e quimiocina, assim como um significativo infiltrado neutrofilico para
orgdos-alvo da doenca, como figado e baco. Os animais PI3Ky", por sua vez,
nao apresentaram trombocitopenia e ndo desenvolveram hemoconcentracao.
Também apresentaram menores niveis de transaminases hepaticas, menor
escore de lesdo, menor alteracdo na morfologia hepatica, além de menor
infiltrado neutrofilico e menor produgdo de quimiocinas e citocinas. Vale

ressaltar também que os animais PI3Ky” apresentaram uma carga viral
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consideravelmente menor no figado, baco e sangue quando comparada a
encontrada nos animais WT infectados. Somando-se aos dados apresentados,
observou-se uma taxa de letalidade reduzida nos animais PI3Ky”, o que nos
permite inferir que animais deficientes para PI3Ky sdo protegidos de uma

doenca grave.

Palavras-chave: Dengue virus, inflamagéao, PI3Ky.
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Dengue is one of the most important mosquito-borne diseases affecting
humans nowadays. It has become a great concern to public health system,
given the incidence of the disease caused by dengue virus (DENV) has
increased at an alarming rate in the last decades. Dengue transmission occurs
through the bite of Aedes mosquitoes, especially Aedes aegypti. DENV
infection is characterized by non-specific symptoms and treatment is only
symptomatic. During the course of infection, immune system is activated and
there is induction of a wide variety of antiviral and virus-supportive signaling
pathways, among them, the Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) pathway. PI3K
activation catalyzes phosphorylation of inositol group in the phosphatidylinositol
molecule, and present several functions in the body, such as proliferation and
cell migration. The PI3Ks are classified into three classes, and the subject of
this study is IB class. This class is composed solely by PI3Ky, which is related
to inflammation. In order to study the role of this kinase in the pathogenesis of
experimental dengue, we used adult wild type (WT) mice or mice deficient to
PI3Ky (PI3Ky™). Mice were infected with dengue virus serotype 3 (DENV-3)
and, after infection, we looked for PI3K pathway activation, through evaluation
of AKT and NF-kR phosphorylation. In addition, lethality rates and dengue
disease signals (hematocrit, platelets counts, production and release of
cytokines and chemokine, neutrophil infiltration and analyses of liver damage
and viral load) were evaluated after infection. It was observed that PI3Ky
pathway is activated during infection, once AKT and NF-k3 phosphorylation
occurred. WT animals developed characteristic clinical signs of human disease,
including thrombocytopenia, hemoconcentration, and tissue damage in liver,
observed by histology and lesion score and high levels of hepatic
transaminases in serum. In addition, also showed a higher production of
cytokines and chemokine as well as a significant neutrophil infiltrate target
organ disease such as liver and spleen. The animals PI3Ky” animals, in turn,
showed no reduction in the number of circulating platelets and did not develop
hemoconcentration. They also had lower levels of hepatic transaminases,
lowest score of injury, minor changes in liver morphology, and lower neutrophil
infiltration and reduced production of cytokines and chemokine when compared
with infected WT mice. It is noteworthy also that animals PI3Ky™ showed a
significantly lower viral load in the liver, spleen and blood when compared to
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found in WT infected animals. In addition to the data presented, there was a
reduced mortality rate in PI3Ky” animals, which allows us to infer that PI3Ky

deficient mice are protected from serious illness.

Keywords: Dengue virus, inflammation, PI3Ky.
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Dengue virus

A dengue é a arbovirose emergente com maior nimero de notificagoes
nos ultimos anos no mundo, com destaque para o Brasil. Transmitida ao
homem através da picada do mosquito contaminado do género Aedes, com
destaque para o Aedes aegypti, acomete grande parte do globo terrestre,
concentrando-se, principalmente, nas regides tropicais e subtropicais. O
namero de casos de infeccdo pelo Dengue virus (DENV) vem crescendo em
uma taxa alarmante, chegando a colocar aproximadamente trés bilhGes de
pessoas sob risco de infeccdo (GUZMAN et al., 2010), que pode causar um
amplo espectro de doenca, indo desde a forma mais branda até o
desenvolvimento de uma dengue grave (ROSS, 2010).

O DENV é classificado como pertencente a familia Flaviviridae, a qual é
composta por virus causadores de encefalites e 0s virus vicerotrépicos, no qual
encaixa-se o0 DENV, e pertence ao género Flavivirus que abrange diversos
outros virus de relevancia na saude como virus da Febre Amarela (Yellow fever
virus), virus West Nile (West Nile virus), virus da Hepatite C (Hepatite C virus-
HCV) e o virus da Encefalite Japonesa (Japanese encephalitis virus- VEJ).
Assim como os demais membros deste género, o DENV é composto por uma
particula pequena, de simetria icosaédrica, envelopada, contendo genoma de
RNA de fita simples, de sentido positivo, que penetra na célula hospedeira
através de um processo de endocitose mediada por receptor (LIGON, 2005;
SMIT et al., 2011). Dando inicio ao processo de replicacdo do genoma, origina-
se uma grande poliproteina que € clivada em trés proteinas estruturais: Cerne
(C), pré-Membrana (prM) e envelope (E) e sete ndo-estruturais (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (CLYDE et al., 2006; KURANE, 2007;
MURRAY et al.,, 2008; ROSS, 2010) (Figura 1). Acredita-se que algumas
propriedades biologicas do virus como sua interacdo com receptores, inducéo
de anticorpos neutralizantes e protecado contra resposta imune do hospedeiro,

estejam associados a presenca da glicoproteina E (GUZMAN et al., 2010).
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. NTPase
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Figura 1: Composicdo da particula viral de Dengue virus. Representagdo esquematica do
genoma do DENV. A traducdo do genoma gera uma poliproteina que é processada por
proteases virais e celulares, gerando trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo-estruturais.
Fonte: Modificado da versédo original publicada por MURPHY, B.R., WHITEHEAD, S.S..
Immune Response to Dengue virus and prospects for a vaccine. Annual Reviews Immunology,
v.29, p.587-619, 2011.

Com uma relativa homologia entre as sequéncias, o DENV é dividido em
quatro sorotipos distintos (DENV 1-4), classificados de acordo com a ordem de
descoberta. Cada sorotipo € subdividido em genotipos, baseado na diferenca
na sequéncia de genes como o do envelope (KYLE & HARRIS, 2008).
Segundo BALMASEDA et al., 2006, alguns sorotipos, como 2 e 4 sdo mais
susceptiveis a causar infeccdes mais graves quando presentes em uma
segunda infeccdo, embora o DENV-4, quando agente de uma infeccéo
primaria, comumente leva ao desenvolvimento de uma doenca mais branda.
N&o se sabe ao certo se cada sorotipo possui caracteristicas especificas que
poderiam influenciar na gravidade da doenca, como um processo de
multiplicacéo viral mais eficiente em algumas cepas de DENV-2, ou 0 aumento
de casos graves da doenga em algumas regides onde genotipos especificos de
DENV-3 circulariam (KYLE & HARRIS, 2008). Outro estudo, realizado por
BALMASEDA et al., 2006, relata que, durante surtos dos sorotipos 1 e 2 de
DENV em Nicaragua, observou-se, nos pacientes acompanhados,
manifesta¢gbes clinicas mais frequentes quando infectados com DENV-1, em
contrapartida, o DENV-2 foi capaz de causar infeccbes mais graves, com alto
indice de desenvolvimento de dengue grave.

O motivo do desenvolvimento da forma grave da doenca ndo esta
totalmente elucidado, apesar de algumas hipo6teses ja terem fundamento.
Segundo (PICHYANGKUL et al., 2003; FAGUNDES et al., 2011b; Costa et al.,

submitted) a resposta imune do hospedeiro desempenha papel importante na
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determinacdo da gravidade da doenca. De acordo com FAGUNDES et al.,
2011b, as citocinas, por exemplo, tem um papel direto na patogénese da
dengue, como efeitos pré-inflamatérios que atuam aumentando a
permeabilidade vascular. Os autores relacionam ainda a provavel contribuicdo
dessas citocinas para a gravidade da doenca, através de sinais como disfuncéo
hepética, hipotenséo, trombocitopenia e choque hemorragico. A infeccdo por
um sorotipo dos DENV resulta em imunidade permanente contra esse sorotipo,
mas apenas imunidade temporaria para os demais sorotipos. Segundo
HALSTEAD et al., 2010, infecc¢des iniciais primarias podem aumentar a reacao
cruzada de anticorpos ndo neutralizantes, que podem agravar a resposta
contra um sorotipo diferente. Na maioria dos estudos, 0os casos de infecgéo
secundaria heteréloga por qualquer dos quatros sorotipos dos DENV continua
a ser um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento da forma grave
da doenca (KYLE & HARRIS, 2008).

Epidemiologia

De acordo com KYLE & HARRIS, 2008; GUZMAN et al.,, 2010, o
aumento da populacdo, a urbanizacdo descontrolada e também pessoas que
viajam para areas de risco e sdo consideradas vetores, sdo uma das causas da
rapida e crescente expansao de areas geogréaficas acometidas pelo Dengue
virus.

Os primeiros relatos da doenca provocada pelo DENV ocorreram na
China, mencionados em uma Enciclopédia Médica Chinesa datada de 992 d.C.
(KYLE & HARRIS, 2008). Todavia, foi apenas em 1779/80, que de fato,
ocorreram 0s primeiros relatos de uma epidemia bem documentada, ocorrida
em trés continentes (Asia, Africa e América do Norte). A doenca foi chamada
de “veneno da agua” pelos chineses que acreditavam estar ligada de alguma
forma a insetos associados a agua. Em 1780, Benjamim Rush descreveu uma
epidemia entdo denominada “febre quebra-ossos”, onde o0s pacientes
apresentavam febre, dor de cabeca, nausea, vOmitos, intensas dores
musculares e articulares, aléem de manifestagcées hemorragicas. Uma sindrome
similar foi descrita em Madrid um pouco mais tarde em 1801, e recebeu o nome
de “Dengue” (que em espanhol significa “melindre”, “manha”) (MONATH,
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1994). O nome faz referéncia ao estado de moleza e prostracdo em que fica o
individuo doente. No entanto, € aceito que no final do século XVIII, uma doenca
caracterizada como dengue causara epidemias intermitentes na Asia (Java) e
nos EUA (Filadélfia); e entre os séculos XIX e XX, 0 virus se disseminou pelas
areas tropicais e subtropicais do globo terrestre (MONATH, 1994). Os DENV-1
e DENV-2 foram os primeiros sorotipos a serem identificados, seguidos pelo
DENV-3 e DENV-4 quando a forma grave da doenga surgiu nos centros
urbanos das Filipinas e Tailandia em 1954 (KYLE & HARRIS, 2008). Uma
hipétese para a expansao viral € de que o movimento das tropas que lutaram
durante a Il Guerra Mundial seja um dos fatores que tenha contribuido, o que
reforca a teoria da contribuicdo dos viajantes.

Durante o século XIX, a dengue foi considerada uma doenca esporadica,
causando epidemias em longos intervalos (MALAVIGE et al., 2004). A primeira
epidemia documentada ocorrida na América Latina foi em Cuba, em 1977,
causada pelo DENV-1, seguida por um surto de dengue grave, em 1981,
devido a introducdo do DENV-2. H& relatos que cerca de 98% desses casos
eram de infeccdo secundaria (MALAVIGE et al., 2004). Nas ultimas décadas,
observou-se um aumento significativo na incidéncia de dengue na Ameérica.
Segundo ROSS, 2010, uma grande campanha para a erradicacdo dos
mosquitos vetores foi feita em 1950-60, pela Organizacdo Panamericana de
salde , para a diminuicdo do numero de casos de Febre Amarela. Porém, essa
campanha foi descontinuada em diversos paises do Hemisfério Ocidental, o
que permitiu a reinfestacdo do continente Americano por volta de 1980-90.

Hoje, a dengue é uma das doencas que mais preocupa o sistema de
saude do nosso pais. Campanhas de erradicacdo do mosquito do género
Aedes tém sido feitas, porém ndo tem sido eficazes, uma vez que a
transmissdo do virus continua, principalmente em regides endémicas
(SIMMONS et al.,, 2012). Mundialmente, estima-se que cerca de 2,5 a 3,0
bilhdes de pessoas estdo em risco de serem infectadas e destas, cerca de 975
milhdes vivem em areas urbanas em regides tropicais e paises sub-tropicais do
sudeste da Asia, Pacifico e das Américas (GUZMAN et al., 2010). Nesse alto
namero de casos de dengue estimados, inclui-se mais de 500.000 casos
potencialmente fatais (HOLMES & TWIDDY, 2003; KURANE, 2007; KYLE &
HARRIS, 2008; GUZMAN et al., 2010; SIMMONS et al., 2012).
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Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), até novembro de
2012, foram notificados 565.510 casos de dengue no Brasil, registrando uma
queda de 22% em comparacdo com o mesmo periodo em 2011 (727.803
casos). A SVS divulgou ainda que houve uma reducédo de cerca de 64% no
namero de casos graves da doenca em relacdo a 2011, sendo que o numero
de 6bitos também reduziu em até 49%. O Rio de Janeiro foi o estado com
maior nimero de casos notificados, com 179.518, seguido pelo Ceara (54.591
casos) e Bahia (48.653 casos). Minas Gerais € 0 nono estado que concentra o
maior nimero de notificacdes, com 23.771 casos notificados.

O governo atribui essa diminuicdo ao sucesso das campanhas de
prevencao da doenga, como combate ao vetor, investimento no atendimento
aos doentes e incentivo fiscal aos municipios. Ainda, a diminui¢do do indice de
chuvas contribuiu para a reducdo da proliferacdo do mosquito vetor, com
consequente diminuicdo no nimero de casos.

Entretanto, um fator preocupante € o aumento alarmante de detec¢éo do
DENV-4 em diversos estados do pais (Tabela 1). Com isso, o risco de
epidemias aumenta, uma vez que nao tinha registro atual de circulacdo deste

sorotipo no pais até 2010.
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Amostras | Amostras %
UF enviadas | positives | Positividade %DENV1 %DENV2 %DENV3 %DENV4

Brasil 8.160 2.098 25,7 36,4 41 0,2 59,3
Norte 914 249 27,2 88 5,6 0,0 85,5
Ronddnia 20 11 55,0 100,0 0,0 0,0 0,0

Acre 180 11 6,1 0,0 0,0 0,0 100,0
Amazonas 36 ¥ 2,8 0,0 0,0 0,0 100,0
Roraima 5 4 80,0 0,0 25,0 0,0 75,0
Para 633 207 32,7 53 6,3 0,0 88,4
Amapé 6 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tocantins 34 15 44,1 0,0 0,0 0,0 100,0
Nordeste 2385 531 22,3 16,8 0,9 0,8 81,5
Maranhdo 26 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Piaui 52 13 25,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Ceara 546 16 2,9 6,3 0,0 0,0 93,8
Rio Grande do Norte 238 54 22,7 19 0,0 0,0 98,1

Paraiba 76 14 18,4 64,3 7.1 7,1 21,4
Pernambuco 327 60 18,3 20,0 1,7 33 75,0
Alagoas 31 9 29,0 333 22,2 0,0 44,4
Sergipe 79 23 29,1 13,0 0,0 0,0 87,0
Bahia 1010 342 33,9 17,5 0,3 03 81,9
Sudeste 2475 945 38,2 46,8 34 0.1 49,7
Minas Gerais 311 32 10,3 81,3 0,0 0,0 18,8
Espirito Santo 267 44 16,5 75,5 13,6 0,0 6,8

Rio de Janeiro 1062 471 44.4 22,9 0,0 0,2 76,9
Sdo Paulo 835 398 47,7 68,6 6,5 0,0 249
Sul 130 37 28,5 83,8 2,7 0,0 13,5
Parana 104 26 25,0 96,2 3.8 0,0 0,0

Santa Catarina 1 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Rio Grande do Sul 25 11 44,0 54,5 0,0 0,0 45,5
Centro-oeste 2256 336 149 53,3 10,1 0,0 36,6
Mato Grosso do Sul 366 79 21,6 31,6 40,5 0,0 27,8
Mato Grosso 179 80 44,7 38 0,0 0,0 96,3
Goids 1667 175 10,5 85,7 11 0,0 13,1
Distrito Federal 44 2 4,5 50,0 0,0 0,0 50,0

Tabela 1: Incidéncia de casos de dengue e correlagdo com sorotipo circulante no Brasil.
Representacdo do numero de amostras enviadas para testes de DENV e a incidéncia de
acordo com o sorotipo circulante.

Fonte: Balango da Dengue. Secretaria de Vigilancia em Saude, Brasil, maio de 2012.

Ciclo de transmissao do virus

O DENV ¢ transmitido aos humanos através da picada da fémea do
mosquito vetor. O mosquito Aedes aegypti € o0 vetor mais comumente
relacionado com a transmissdo da doenca, sendo o responsavel pela
transmissdo do virus principalmente em ambiente urbano, enquanto o A.
albopictus, também responsavel pela infec¢cdo, esta mais presente em
infeccbes em ambientes silvestres. O modo de infeccdo mais significativo
ocorre através do ciclo humano-mosquito-humano, o qual tem inicio a partir da
picada do mosquito a um hospedeiro infectado, onde o virus presente na

circulacao é ingerido pelo artrépode (WHITEHEAD et al., 2007). Outra possivel
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forma de transmissdo viral no mosquito € o que chamamos de transmisséo
vertical, na qual a fémea infectada transmite o virus aos ovos, o que daré
origem a larvas ja infectadas com o DENV. Uma vez dentro do mosquito, o
virus se multiplica no intestino médio e, apés um periodo de aproximadamente
dez dias, sdo encontrados virions também no ovario, sistema nervoso e nas
glandulas salivares. Quando o mosquito infectado pica o hospedeiro, a
transmissao viral ocorrera através da saliva do mosquito (GUZMAN et al.,
2010). Uma vez presente na circulacdo sanguinea de um novo hospedeiro
vertebrado, o virus passa a se multiplicar em células permissivas de 6rgaos
especificos, como o baco, figado e tecidos linfaticos (WHITEHEAD et al.,
2007).

Ciclo de multiplicacao viral

O ciclo de multiplicacdo do Dengue virus tem inicio quando o virus
infecta uma célula hospedeira permissiva. O DENV tem tropismo por um amplo
espectro de células humanas e o principal alvo da infeccéo pelo virus ainda &
controverso (CLYDE et al.,, 2006). As células de Langerhans, células
dendriticas (DC’s) intersticiais e 0os mondcitos/macrofagos sdo vistos como
alvos priméarios da infeccdo pelo DENV no local da picada do mosquito
(TASSANEETRITHEP et al., 2003; CLYDE et al., 2006; FAGUNDES et al.,
2011b). Segundo RODRIGUEZ-MADOZ et al., 2010, as DC’s sao ativadas logo
apos a deteccdo do patégeno e migram para os linfonodos, onde ativam
células TCD4+ e TCD8+. Existem ainda evidéncias de que o virus também é
capaz de infectar linfocitos B, linfocitos T, células Natural killer (NK),
hepatdcitos, neurdnios, macréfagos alveolares e células de Kupffer (CLYDE et
al., 2006).

Um anico virion pode originar, em uma Unica célula hospedeira, desde
alguns até milhares de particulas virais semelhantes. O contato do virion com a
célula hospedeira da-se através dos fatores virais de ligacdo (presentes na
superficie do virion) aos receptores presentes nas ceélulas hospedeiras, 0s
quais irdo mediar a adsor¢do do virus a estas células. Segundo ACOSTA et al.,
2009, a glicoproteina E, presente no envelope, foi identificada como uma das

proteinas virais envolvidas no processo de ligagdo e penetracdo da particula
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viral. Em contrapartida, a identidade do receptor celular que interage com
glicoproteina E €, atualmente, controversa, com uma longa lista de possiveis
receptores, incluindo o Heparan sulfato (CHEN et al., 1997; GERMI et al.,
2002), as proteinas do choque térmico (HSP) 70 e 90 (CHAVEZ-SALINAS et
al., 2008), dominio do tipo Lectina-C membro A da superfamilia 5 (CLEC5A)
(CHEUNG et al., 2011), o DC-SIGN (DC specific intercellular adhesion
molecule 3 (ICAM3)-grabbing nonintegrin) e o ICAM- 3-grabbing nonintegrin,
especifico do figado/linfonodos (CHEN et al., 1997; LOZACH et al., 2005;
TASSANEETRITHEP et al., 2003; CLYDE et al., 2006). J& foi demonstrado que
o receptor DC-SIGN é capaz de mediar infec¢cdo pelos quatro sorotipos do
DENV e que a expressdo ectdpica deste receptor confere permissividade a
infeccdo  sob  linhagens  celulares  normalmente  ndo-permissivas
(TASSANEETRITHEP et al., 2003). Um outro receptor, o receptor de Manose
(MR), presente principalmente em mondcitos e macréfagos, também foi
demonstrado, através de experimentos in vitro em macréfagos, ser capaz de
mediar a infeccdo pelos quatro sorotipos do DENV, especificamente pela
ligacdo a glicoproteina do envelope. Os autores confirmaram o importante
papel deste receptor através do bloqueio do mesmo por anticorpos especificos
gue impediram a infec¢do (MILLER et al., 2008).

O DENV tem como mecanismo de penetracdo, a endocitose mediada
por receptor (SMIT et al., 2011). Tem sido proposto que este processo envolve
dois ou mais receptores da célula-alvo: um receptor ubiquo, de baixa afinidade,
como o DC-SIGN que inicialmente captura o virion para a superficie celular,
aumentando assim a concentragdo local de virus, e um co-receptor, de alta
afinidade, o qual medeia a internalizagéo do virion (CLYDE et al., 2006). Apos
a endocitose, o ambiente acido do endossoma dispara um processo reversivel
de trimerizacdo da proteina E, o que resulta na fusdo das membranas celular
(endossomal) e viral (CLYDE et al., 2006). O cerne viral € entdo liberado no
citoplasma da célula alvo e, em seguida, ocorre a dissociacdo do capsideo
protéico do genoma de RNA, processo denominado desnudamento
(NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005).

A propria fita de RNA senso positivo é traduzida em uma grande
poliproteina que, por sua vez, da origem a polimerase dependente de RNA.
Durante o processo de replicacdo, copias de uma fita intermediaria de RNA de
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sentido negativo sdo produzidas e estas servem como molde para a producéo
de multiplas copias da fita de RNA viral sentido positivo. A replicacdo do RNA
de fita positiva ocorre em associacdo com as membranas derivadas do reticulo
endoplasmatico (CLYDE et al., 2006). Apés varios ciclos de traducado, niveis
elevados das proteinas C, prM e E sao sintetizadas. Estas proteinas séo
arranjadas juntamente com o genoma viral nas membranas do reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira, dando origem a progénie de virions, que
sao transportados pelo complexo de Golgi e secretados posteriormente pelo
processo de exocitose (CLYDE et al., 2006; MURRAY et al., 2008).

A duracao deste ciclo, esquematizado na Figura 2, varia de quatro a sete
dias, periodo que coincide com o aparecimento dos primeiros sintomas na
infecgdo humana (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005; CLYDE et al., 2006).
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Figura 2: Ciclo de multiplicagdo dos Flavivirus.O virion liga-se e penetra na célula através
da mediacdo de receptor (endocitose). Apds esta penetracdo, ocorre o desnudamento no
citoplasma, com replicagdo do genoma viral e sintese da grande poliproteina no Reticulo
Endoplasmatico. A particula viral é entdo transportada para o Complexo de Golgi, no qual
ocorre a montagem da particula viral e liberagao da célula (exocitose).

Fonte: Modificado da versdo original publicada por WHITEHEAD, S.S; et al. Nature
Microbiology Reviews. v.5 p. 518-528, 2007
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De acordo com MCLEAN et al., 2011, as sete proteinas ndo-estruturais
estdo envolvidas na replicagdo, montagem e evasao do sistema imune. Dentre
elas, as mais extensivamente bem caracterizadas sdo a NS3, sua coenzima
NS2B, a NS1 e NS5. A glicoproteina NS1 parece ser essencial para a
viabilidade do virus. Ela é expressa sob trés formas: uma forma residente no
reticulo endoplasmatico envolvida no complexo de multiplicagdo viral, uma
forma ancorada a membrana e uma ultima forma que é secretada da célula.
NS1 é glicosilada em dois sitios, N130 e N207, e foi demonstrado
recentemente que a glicosilacdo de ambos residuos é necessaria para o
processo de multiplicagcdo do virus em células de mosquito e para a
neuroviruléncia em camundongos. A NS1 € considerada um alvo dominante da
imunidade humoral e pode desempenhar um importante papel na patogénese
da doenca (CLYDE et al., 2006). As proteinas E e NS1 sdo conhecidas como
as mais imunogénicas das proteinas do DENV (ROTHMAN, 2004). Foi
observado que células infectadas pelo DENV expressam NS1 na membrana e
também a liberam para o meio extracelular, induzindo o recrutamento de
células inflamatérias, como por exemplo, neutrofilos e macréfagos, e estes, por
sua vez, comecam a liberar citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias que
potencializam os processos inflamatoérios (CHATURVEDI et al., 2000).

A proteina NS3 exibe atividade de protease, trifosfatase de nucleosideos
(NTPase), helicase, e atividades de trifosfatase de RNA (MCLEAN et al., 2011).
Estudos mostram que as proteinas virais M e NS3 tém sido relacionadas com
atividade pré-apoptoética, sendo o processo de apoptose sugerido como um dos
mecanismos pelo qual a infec¢cao pelos DENV pode causar morte celular e
posterior propagacdo viral para as células vizinhas ainda nao-infectadas
(revisado por CLYDE et al.,, 2006). Ja a proteina NS5 atua como RNA
polimerase dependente de RNA, bem como uma metiltransferase, outra enzima
essencial envolvida na via de capping. As proteinas NS3 e NS5 tém sido
relatadas como as proteinas nao-estruturais de alvo preferido para o
desenvolvimento de drogas antivirais (YIN et al., 2009). Ainda, NS2A esta
diretamente associada com a montagem do virion, enquanto NS4A associa-se
com o complexo de replicacdo viral e induz o rearranjo na membrana do
reticulo endoplasmético enquanto NS4B é descrita como antagonista de
Interferon (MCLEAN et al., 2011).
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Patogénese

Infec¢des por DENV causam um amplo espectro de formas clinicas, que
variam desde formas brandas a graves (ROSS, 2010). A Organizacdo Mundial
de saude (OMS), em 1975, classificou a dengue em trés tipos, de acordo com a
sua gravidade: infec¢do assintomética, a febre do dengue (FD), caracterizada
como a forma classica da doenca, e a febre hemorragica do dengue/sindrome
do choque do dengue (FHD/SCD). No entanto, essa classificacdo apresentava
falhas quando aplicada mundialmente, uma vez que as caracteristicas da
doenca apresentavam variacdes de acordo com a regido geogréfica e com a
faixa etaria, por exemplo (BALMASEDA et al., 2005; WIETEN et al., 2012).
ALEXANDER et al., 2011, propuseram entdo uma nova classificacdo, que foi
incorporada pela OMS. Esta nova classificacdo da dengue ocorre de acordo
com a gravidade da doenca, abrangendo dengue com ou sem sinais de alerta e
dengue grave (Figura 3) Vale ressaltar que as duas classificagbes sé&o
utilizadas atualmente, visto que as duas apresentam déficits em determinados
pontos (WIETEN et al., 2012; OMS, 2009).

DENGUE * SINAIS DE ALERTA

DENGUE SEVERA

Sem

CRITERIOS PARA DENGUE * SINAIS DE ALERTA CRITERIOS PARA DENGUE SEVERA

Suspeita de Dengue
*Morar ou Viajar para areas
endémicas.

*Febre e 2 dos seguintes
critérios:

Ndusea e vomito;
Petéquias;

Dores;

Teste do torniquete positivo;
Leucopenia;

Qualquer sinal de alerta

Sinais de alerta

Dor abdominal;

Persisténcia de vomito;
Sangramento em mucosas;
Apatia, inquietude;
Aumento hepatico;
Aumento de extravasamento
de plasma e diminui¢do
brusca na contagem de
plaquetas

Qualquer um dos seguintes
sintomas:

Extravasamento severo de
plasma, levando ao choque ou
dificuldade respiratdria;
Hemorragia severa;
Comprometimento severo de
orgdos

Figura 3: Classificacdo dos casos de dengue e os niveis de severidade. A dengue é

classificada como dengue com ou sem sinais de alerta e dengue severa. O diagnéstico de
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dengue requer a presenca de febre com dois ou mais achados clinicos ou sinais de alerta.
Evidéncias clinicas e laboratoriais séo requeridas para o diagnéstico preciso da doenca.
Fonte: Modificado da versdo original publicada por World Health Organization. Dengue:

guidelines for diagnosis, treatment, prevention and control, 2009.

Na maior parte dos casos (50-90% de todos os casos de dengue), a
doenca manifesta-se como uma infec¢do assintomatica (HOLMES & TWIDDY,
2003; KYLE & HARRIS, 2008). A probabilidade de ser dengue surge a partir de
uma sintomatologia inespecifica com febre associada a dois ou mais sintomas
como nausea, vomitos, presenca de petéquias, dores como cefaleia, dor retro-
orbital, mialgia e resultado positivo para o teste do torniquete. Quando ocorre
um ou mais sinais de alerta, é necessario o acompanhamento clinico, pois
qualquer caso de dengue pode desenvolver para a forma grave da doenca,
podendo levar ao 6bito (WIETEN et al., 2012).

Quando a doenca apresenta-se branda, normalmente a recuperacao é
rapida, com variagdo de uma ou duas semanas apds o inicio da febre e a
mortalidade durante a infeccado primaria € rara (KAWAGUCHI et al., 2003;
WHITEHEAD et al., 2007).

A forma mais grave da doenca, dengue severa ou ainda chamada de
FHD/SCD desenvolve-se de forma similar ao que é chamado de dengue ou FD,
com sintomatologia similar, porém, a partir do segundo ou terceiro dia do inicio
dos sintomas da doenca comecam os fendmenos hemorragicos, que se
manifestam principalmente na pele e no trato gastro-intestinal, além de sinais
caracteristicos como plaquetopenia e o0 aumento da permeabilidade vascular,
com consequente extravasamento plasmatico (DEEN et al., 2006). Diversos
fatores influenciam no desenvolvimento da forma grave da doenca (Figura 4).
Segundo WELSH & ROTHMAN, 2003; MURPHY & WHITEHEAD, 2011; Costa
et al., submitted), uma das hipoteses mais aceitas para o porqué da ocorréncia
da forma severa da doenca consiste em uma reatividade cruzada de anticorpos
quando h& uma segunda infec¢do provocada por um sorotipo heterélogo ao da
primeira infecgcdo, fendbmeno esse conhecido como Antibody-Dependent
Enhancement (ADE, em portugués, resposta intensificada por anticorpos).
Neste caso, 0s anticorpos gerados pela primeira infeccdo encontram-se em

niveis nao-neutralizantes, que poderiam aumentar a penetracdo das particulas
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virais em células fagociticas e comprometer a resposta imune do hospedeiro.
O choque devido a doenca ocorre quando o extravasamento plasmatico nos
espacos intersticiais € tdo intenso que resulta em choque hipovolémico
podendo levar ao 6bito do paciente, na auséncia de tratamento rapido e
apropriado (HOLMES & TWIDDY, 2003; KYLE & HARRIS, 2008). Elevados
niveis das enzimas hepéticas (alanina aminotransferase - ALT e aspartato
aminotransferase - AST) sdo comuns quando h& um comprometimento
hepatico durante a infeccdo, assim como a hepatomegalia pode ocorrer nos
casos mais graves (YAUCH & SHRESTA, 2008).

Infeccdo l —>| Viremia precoce l—>| Doenga
Baixa ou nenhuma \ > Subclinica

* Cepa menos virulenta * Baixa produgdo de citocina

* Resisténcia genética/hospedeiro * Fatores nutricionais

* Anticorpos neutralizantes * Fatores genéticos

* Resposta precoce de IFNy * Pequeno efeito de LPA
éié —_ Moderada / » Febre do Dengue
Picada do \
mosquito * Cepa mais virulenta * Alta produgdo de citocina

* Predisposicdo genética/hosped. * Fatores nutricionais

* Anticorpos intensificantes * Fatores genéticos

* Resposta tardia de IFNy * Grande efeito de LPA

Alta > Febre Hemorragica do Dengue

Figura 4: Fatores que influenciam no desenvolvimento da doenca no hospedeiro. A
inoculagao do virus pelo mosquito A. aegypti resulta na disseminagédo viral, que por sua vez,
resulta em manifestacées da doenca; alto titulo viral é necessario mas ndo suficiente para
causar doenca grave. Fatores virais e do hospedeiro afetam a multiplicacdo viral inicial e
influenciam no nivel de viremia. Outros fatores relacionados ao hospedeiro podem afetar os
niveis de producéo de varias citocinas (tais como interferon-y (IFNy) e fator de necrose tumoral-
a (TNF-a)) e determinar a gravidade da doenca para qualquer nivel de viremia. LPA: Peptideos
ligantes alterados.

Fonte: Modificado da verséo original publicado por Rothman,A. L.. Immunity to dengue virus: a
tale of original antigenic sin and tropical cytokine storms. Nature Rewies Immunology, v.11,
p.532-543, 2011.

Frente a infeccdo, o organismo hospedeiro deve ser capaz de

estabelecer uma resposta inflamatdria para a eliminacdo do patdgeno,
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eliminando assim o risco de desenvolver uma doenca (Costa et al., submitted).
Nesta resposta do hospedeiro, h4 a ativacado de iniUmeras vias de sinalizacao,
que vao desde o reconhecimento do patdégeno através dos Receptores de
Reconhecimento do Padrédo (PRR) até a ativacdo de vias e de células do
sistema imune e liberacdo de diversos mediadores inflamatorios. A ativacéo
celular vai levar a indugéo de cascatas de transducé&o de sinais que levam a
diversos efeitos, como por exemplo a desgranulacdo de células citotoxicas
(KOYASU, 2003). A inflamacdo € um complexo de respostas biologicas
coordenadas desencadeado por patdgenos ou danos celulares. Este processo
permite o controle da infeccdo, com a cura do organismo hospedeiro, ou, se
nao for corretamente regulado, pode levar a morte do organismo (GHIGO et al.,
2010; Costa et al., submitted).

Algumas moléculas e vias de sinalizacdo tem sido constantemente
estudadas no intuito de ajudar a elucidar o mecanismo de patogénese causada
pela infeccdo por Dengue virus. SOUZA et al.,, 2009 demonstraram a
importancia do Receptor do Fator de Agregacdo Plaquetaria (PAFR) durante a
infeccdo com DENV-2, nos quais 0s animais deficientes para este receptor
apresentam uma protecao quando comparados aos seus controles. Além disso,
a mesma protecao foi vista quando tratou-se animais selvagens infectados com
0 antagonista deste receptor. Outra molécula que participa do desenvolvimento
da dengue apos a infeccdo é o Fator de Inibicdo da Migracdo de Macréfagos
(MIF) (ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2010). A deficiéncia em MIF acarretou em
diminuicdo da gravidade da doenca, com uma reducdo na producdo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias e uma menor carga viral presente no
soro e no baco dos animais deficientes, quando comparados aos seus
controles.

Outros estudos desenvolvidos pelo nosso grupo tém demonstrado o
papel essencial de Interferon-y (IFN-y) na resisténcia do hospedeiro murino a
infeccdo pelo DENV, assim como a participacdo de Oxido Nitrico (NO) no
controle da replicacdo viral (FAGUNDES et al.,, 2011a; COSTA et al., 2012).
CHEN et al.,, 2006 demostraram que a producdo de CXCL-10 também é
importante na montagem de uma resposta inflamatoria mais eficaz, visto que
esta quimiocina parece competir com a particula viral pela ligacdo ao receptor
Heparan Sulfato.
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Outro trabalho do nosso grupo demonstra também que receptores de
qguimiocina como CCR2 e CCR4, que pertencem ao grupo dos receptores
acoplados a proteina G com 7 dominios transmembrana, apresentam uma
participacdo indireta no decorrer da infecgéo, uma vez que a deficiéncia nestes
receptores acarreta em uma pequena diminuicdo nos sinais clinicos, mas nao
interfere na carga viral (GUABIRABA et al., 2010). Uma via que também pode
ser ativada por este grupo de receptores e desempenha um papel importante
em diversos eventos fisiolégicos e inflamatdrios no organismo € a via das
Phosphotidilinositol 3- quinases (PI3K). Essa via € capaz de ativar moléculas
Fosfotidilinositois, que sdo importantes mensageiros secundarios na
sinalizagdo intracelular (KOYASU, 2003). Nos ultimos 10 anos, a inibigdo
genética ou farmacologica da PI3K tem fornecido inimeras evidéncias do
envolvimento destas enzimas em reacdes inflamatérias e esta constante
elucidacao faz com que sejam alvos de diversos estudos, inclusive no intuito de
ser um possivel alvo terapéutico (GHIGO et al., 2010).

Muitos trabalhos tem demonstrado a participacdo de PI3K no ambiente
infeccioso, como no caso de uma infecgdo por Listeria monocytogenes, na qual
estas enzimas regulam a producédo de IL-12 por células do sistema imune, ou
como em uma infec¢cdo por Escherichia coli, onde a inibicdo de PI3K em
macréfagos bloqueia a fagocitose (CELLI et al., 2001; MANSELL et al., 2001;
KOYASU, 2003). Ha ainda relatos da participacéo efetiva de PI3K em infeccBes
virais, através da inibicdo da apoptose (COORAY, 2004).

Segundo GHIGO et al., 2010, a importancia de PI3K no processo de
quimiotaxia foi elucidado através da inibicdo da atividade dessas enzimas. O
recrutamento de células inflamatérias para o local da infec¢cdo é um processo
dividido em diversas etapas, com PI3K desempenhando um papel fundamental

em passagens especificas, tais como a captura e adeséao celular.

Fosfatidilinositol 3 quinases

As PI3Ks constituem uma familia de enzimas que catalisam a
fosforilagdo do grupamento inositol da molécula lipidica fosfatidilinositol,
levando a producao de fosfatidilinositol(3)-fosfato, fosfatidilinositol(3,4)-bifosfato
(Ptdins (3,4) P2) e fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (Ptdins (3,4,5) P3) no
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interior da membrana plasmatica (VANHAESEBROECK & WATERFIELD,
1999; VANHAESEBROECK et al, 2001, GHIGO et al, 2010;
VANHAESEBROECK et al, 2012). Fosfatidilinositol(3)-fosfato esta
constitutivamente presente em células eucaridticas e seus niveis ndo séo
alterados apo0s a estimulacdo celular. Diferentemente, fosfatidilinositol (3,4)-
bifosfato e fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato estdo em niveis basais em células
em repouso e tém sua concentracdo intracelular aumentada apds a
estimulacdo de uma variedade de receptores, podendo funcionar como
segundos mensageiros em vias de transducéo de sinal (VANHAESEBROECK
et al., 2001, VANHAESEBROECK et al., 2012).

As PI3K sao divididas em trés classes, de acordo com a sua estrutura,
regulacdio e o0 seu substrato especifico (WARD & FINAN, 2003;
VANHAESEBROECK et al., 2012). A classe | € composta por heterodimeros de
aproximadamente 110 kilodaltons de subunidade catalitica, conhecida como
pl110, e uma subunidade regulatoria (VANHAESEBROECK et al., 2001). Esta
classe, por sua vez, pode ser subdividida em duas sub-classes: classe IA e
classe IB. Na primeira, as moléculas de PI3K séo ativadas principalmente por
receptores envolvidos na via de sinalizacdo de tirosina quinases e sao
constituidas pela subunidade catalitica p110, com diferentes isoformas (a,  ou
0) e uma subunidade reguladora (p85a ou B ou p55y) (KOYASU, 2003). A
classe IB, representada por PI3Ky, € composta unicamente pela subunidade
catalitica p110y e a regulatéria p101 (Figura 5). Nesta classe, as moléculas séao
ativadas principalmente por receptores acoplados a proteina G com 7 dominios
transmembrana, através da regulacdo da subunidade By desta proteina
(VANHAESEBROECK et al., 2001; WARD & FINAN, 2003; CAMPS et al.,
2005). A subunidade p110y, juntamente com a p1108, desempenham um papel
central na inflamacédo e quimiotaxia, de modo que o blogqueio dessas pode
controlar uma resposta inflamatoria (WILLIAMS et al., 2006; GHIGO et al.,
2010; MARTELLI et al.,, 2010; VANHAESEBROECK et al.,, 2012). Estudos
indicam que a classe IB estd presente apenas em mamiferos, com uma
distribuicdo tecidual restrita, sendo mais abundante em leucdcitos
(VANHAESEBROECK et al., 2001; KOYASU, 2003; VANHAESEBROECK et
al., 2012).

38



Classe 1

Ligant@n&

Tyr-

Quinase

@
Autofosforilacao  Subunidades Subunidades Subunidades Subunidade
de Tyr Regullat()n'as Catalisadoras Regulatérias Catalisadora

Ptdins(3,4,5)P,

Figura 5: Representacdo esquematica das classes IA e IB da via da PI3K. A classe | é
composta por uma subunidade catalitica de 110 Kilodaltons com variagdo em seus ligantes. Na
classe IA, essa via é ativada através da fosforilacdo do receptores Tirosina quinases, com a
participacdo de 3 possiveis subunidades cataliticas (p110 a, B ou d), e a subunidade regulatéria
p85, com 5 possiveis isoformas. J4 na classe IB, a ativacdo da PI3K ocorre através da ligacao
com a subunidade By, liberada pela proteina G com 7 dominios transmembrana, no momento
em que ha a presenca de um ligante. Essa subunidade da proteina G interage com p110y
através da subunidade regulatéria p101.

Fonte: Modificado da versao original publicado por VANHAESEBROECK, B.; STEPHENS, L.;
HAWKINS, P. PI3K signalling: the path to discovery and understanding. Nat Rev Mol Cell Biol,
v. 13, n. 3, p. 195-203, Mar 2012.

Ha ainda as classes Il e Ill, que estdo relacionadas com o trafego de
vesiculas, e, como tal, hd um potencial para o seu envolvimento em atividades
como processamento de antigenos e reacgdes citotoxicas, mas ainda possuem
um papel pouco elucidado na literatura (OKKENHAUG & VANHAESEBROECK,
2003). Segundo KOYASU, 2003, alguns trabalhos defendem a localizagéo da
classe Il no nucleo celular, outros, porém acreditam que esta classe localiza-se
no complexo de Golgi. Essa classe ndo tem subunidade regulatéria e teria
papel importante no trafego de membrana e na internalizacdo do receptor. A
classe lll estaria envolvida no movimento de proteinas através do lissossomo e
na inducao da autofagia (KONG & YAMORI, 2010).

A ativagdo da classe | da PI3K leva a producéo de Ptdins (3,4,5) P3, que
atua como um sitio de ligacdo para varias enzimas intracelulares. Varias
moléculas de sinalizacdo séo reguladas pela ativacdo de PI3K. Dentre elas,

estdo as proteinas efetoras que contém dominio homdlogo a pleckstrin
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(“pleckstrin -~ homology domains” dominio PH) (KOYASU, 2003;
VANHAESEBROECK et al.,, 2012). De acordo com WERNER et al., 2010, a
vinculacdo do dominio PH- Ptdins (3,4,5) P3 é o mecanismo molecular que
medeia o0 recrutamento de membrana e a ativacdo posterior de proteinas
essenciais de sinalizacdo. Talvez a mais importante delas seja a proteina
quinase B (AKT/PKB), que tem um papel importante no crescimento,
proliferacdo, sobrevivéncia e metabolismo celular e cujo papel é conservado
através da evolucdo (OKKENHAUG & VANHAESEBROECK, 2003; MARONE
et al., 2008) (Figura 6). Segundo COUGHLIN et al., 2010, as proteinas AKT e
quinase dependente de fosfatidilinositol- 1 (PDK-1) s&o recrutadas para a
membrana e ativadas pela ligacdo direta ao Ptdins (3,4,5) P3 acumulado na
membrana. A AKT/PKB é fosforilada por poder afetar a apoptose através da
regulacdo do ciclo celular e é o mediador principal da sinalizacdo da PI3K
(WERNER et al., 2010) e portanto, seria a mediadora da sobrevivéncia. Um
importante mecanismo potencial que AKT/PKB utiliza para regular a apoptose é
o controle transcricional de genes anti-apoptoticos. Estes incluem varios fatores
de transcricdo, dentre eles o NF-kB (VANHAESEBROECK et al., 2001;
VANHAESEBROECK et al.,, 2012). Essas moléculas sdo importantes na
regulacdo de varias respostas celulares fisioldgicas e fisiopatoldgicas incluindo:
proliferacdo e sobrevivéncia celular, adesdo e migracdo de células como
leucocitos e eosinofilos tanto in vitro como in vivo (SASAKI et al., 2000; PINHO
et al., 2005; PINHO et al., 2007).

Neste contexto, por exemplo, foi demonstrado por SASAKI et al., 2000,
que camundongos deficientes na subunidade catalitica p110 da PI3Ky
apresentaram um defeito na migracéo de neutrofilos para a cavidade peritoneal
e que a diminuicdo na quimiotaxia de neutrofilos em animais deficientes para
PI3Ky ocorre devido a deficiéncia na motilidade dessas células e ndo no
processo de adesdao. Em outro estudo, macréfagos de camundongos
deficientes em PI3Ky apresentaram migra¢ao reduzida frente a uma variedade
de estimulos quimiotaticos e apds a indugéo de peritonite séptica por bactérias
Gram-positivo e Gram-negativo (HIRSCH et al., 2000). Ja PINHO et al., 2007
demostraram que o envolvimento de PI3Ky no recrutamento dos neutroéfilos
depende do estimulo quimiotatico e do tecido em que a estimulacdo

inflamatéria esta ocorrendo.
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No contexto de infec¢Bes virais, € evidente o papel da via da PI3K e de
AKT por alguns virus como um mecanismo de inibicdo da apoptose durante
uma infeccdo aguda (COORAY, 2004). Este mesmo trabalho relata a
participacdo de PI3K em infeccOes estabelecidas por diferentes virus como, por
exemplo, Hepatitis C virus (HCV), que utiliza da sua proteina NS5 para interagir
com PI3K e AKT e contribuir assim para a sobrevivéncia celular. Ainda, dois
outros trabalhos in vitro demonstraram a importancia da ativacado da via da
PI3K em infecgdes, incluindo o DENV-2, e por outros Flavivirus. O primeiro
demonstrou a notavel ocorréncia da fosforilacdo da AKT apds a infeccdo tanto
pelo Virus da Encefalite Japonesa (VEJ) quanto pelo DENV-2 em células
neuronais N18 de camundongos. Além disso, 0s autores demonstraram que
apos o bloqueio da ativacdo desta via, através do uso de um inibidor para a
mesma (LY294002 ou Wortmannin), houve um aumento importante nos efeitos
citopaticos induzidos pelos virus mesmo em fases iniciais da infeccao,
entretanto ndo houve diferencas na multiplicacdo viral e na producdo de
particulas virais. Esse aumento nos efeitos citopéaticos induzidos pelo virus foi
relacionado ao aumento da apoptose, na qual sugere-se 0 envolvimento de
caspase 6 e 9 (LEE et al., 2005). O outro trabalho, por sua vez, demonstrou
que os VEJ e DENV-2 sédo capazes de iniciar a resposta imune inata do
hospedeiro através do desencadeamento da ativacdo da via da PI3K. Essa
ativacdo culminaria em inducdo de NF-kB que induziria a expressao de
interferon-B de maneira dependente a taxa de replicagdo viral e sintese
proteica (CHANG et al., 2006). Mais recentemente, um estudo desenvolvido
por MCLEAN et al., 2011, conclui que a proteina NS4A de Flavivirus € o Unico
mediador capaz de induzir a prote¢cdo do virus contra a morte celular, e essa
regulacédo ocorre de maneira dependente de PI3K.

PISBK tém sido intrinsecamente relacionada ao funcionamento de
diversas células do sistema imune como, por exemplo, neutréfilos, macrofagos,
mastocitos e eosinofilos. Nas duas primeiras, PI3Ky tem sido relacionada com
a producao inicial de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo que esta
producdo €& depois mediada por PI3Kd e ainda, a ablacdo de PI3Ky
compromete esta producéo (SASAKI et al., 2000, HIRSCH et al., 2000; GHIGO
et al.,, 2010). JA& nos mastocitos, essas isoformas de PI3K tem sido

relacionadas com o processo de desgranulacédo (GHIGO et al., 2010).
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Uma enzima importante na modulacdo da via da PI3K é a PTEN
(Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10), um gene
supressor de tumor, que remove o grupo fosfato da posicédo D3 do anel inositol
frequentemente mutado em tumores, desfosforilando a AKT e modulando
negativamente a via da PI3K. De acordo com estudos publicados, PTEN regula
negativamente os niveis intracelulares de Pl (3,4,5) P3, mais provavelmente
através de desfosforilacdo direta. Essa atividade, por consequéncia, esta
relacionada com a regulacdo da adesdo, migracdo celular e sobrevida de
leucécitos (VANHAESEBROECK et al., 2001). O aumento do nivel lipidico
nessas células correlaciona com ativacdo de AKT/PKB, e a reintroducdo de
PTEN provoca a inibicdo da AKT/PKB e outros alvos da PI3K. Além disso,
esses efeitos inibitérios podem ser revertidos por superexpressdao de formas
ativas da AKT/PKB (VANHAESEBROECK et al., 2001).

Absorcao Tyr Quinases, GPCRs, oncogenes
ligados @ membrana (PMT, RAS)

-~
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PTEN \ / / \
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Figura 6: Representacdo esquemaética da ativacao e acéo de PI3K. A via da PI3K ¢é ativada
através de receptores como Tirosina quinases, receptores acoplados a proteina G com 7
dominios transmembrana, ou moléculas como, por exemplo, oncoproteinas. As PI3K séo
responséaveis pela fosforilacdo de Ptdins (3,4) P2 para Ptdins (3,4,5) P3, sendo regulada
negativamente por PTEN. A ativacdo de PI3K leva entdo a ligacdo com proteinas efetoras,
como as que contém dominio homoélogo a pleckstrin, que serdo necessarias para ativacdo de
moléculas que desencadeiam principalmente processos fisiolégicos no organismo, como AKT.
Fonte: Modificado da versao original publicado por VANHAESEBROECK, B.; STEPHENS, L.;
HAWKINS, P. PI3K signalling: the path to discovery and understanding. Nat Rev Mol Cell Biol,
v. 13, n. 3, p. 195-203, Mar 2012.
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JUSTIFICATIVA
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Devido ao grande numero de casos de dengue, ao desenvolvimento de
inUmeros casos graves da doenca e aos Obitos causados pelo DENV, o estudo
sobre a patogénese da doenca no organismo humano tem-se feito necessario,
dado que até o presente momento o tratamento utilizado na clinica é paliativo e
ainda ndo ha vacinas aprovadas.

Como nas demais infeccbes virais, diversas moléculas e vias de
sinalizacdo antivirais sdo ativadas no organismo do hospedeiro no intuito de
estabelecer uma resposta imune que seja capaz de eliminar o patégeno.
Dentre essas vias ativadas, destacamos a PI3K. Estudos recentes tém
demonstrado uma relacdo entre Flavivirus e as PI3K, onde relatam que a
apoptose tem sido implicada como um mecanismo que favorece os efeito
citopatico do virus nas células infectadas em resposta a infecgdo por DENV in
vitro. Ademais, a via da PI3Ky tem sido muito relacionada com o funcionamento
de diversas células do sistema imune, dentre elas, PI3Ky esta intrinsecamente
relacionada a migracdo de leucécitos (VANHAESEBROECK et al.,, 2001;
GHIGO et al., 2010).

Diante dessas evidéncias da participacdo de PI3Ky na acédo do sistema
imune, assim como o grande problema causado por DENV na saude publica,
decidimos por estudar o papel da via enzimatica PI3Ky na infeccdo pelo
sorotipo 3 do DENV em camundongos. Desta forma, buscamos compreender
melhor os mecanismos da patogénese do dengue experimental e como esta

via atua neste processo.
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OBJETIVOS
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Objetivo geral

e Estudar o papel da via da PI3Ky na patogénese do dengue experimental

apos infeccdo pelo sorotipo 3 do Dengue virus em camundongos.

Objetivos especificos

I. Verificar se ha ativagao da via da PI3Ky apés infecgédo pelo DENV-3;

II. Verificar se h& diferenca entre a taxa de letalidade nos animais selvagens
(WT) e deficientes para PI3Ky (PI3Ky") infectados pelo DENV-3;

lIl. Analisar os parametros hematolégicos nos animais WT e PI3Ky™ infectados
pelo DENV-3;

IV. Analisar a presenca de neutrofilos nos érgdos-alvo da doenca, como baco,
figado e pulmdes dos animais WT e PI3Ky™ infectados pelo DENV-3;

V. Analisar a producdo de citocinas e quimiocinas importantes na resposta
inflamatéria pelo DENV-3 no baco e soro dos animais WT e PI3Ky™;

VI. Avaliar o dano hepatico nos animais WT e PI3Ky” infectados pelo DENV-3;

VII. Analisar a carga viral no sangue, baco e figado dos animais WT e PI3Ky™
infectados pelo DENV-3;

VIIl. Verificar a presenca de NS3 no figado dos animais WT e PI3Ky”
infectados pelo DENV-3;
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MATERIAIS E METODOS
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O virus foi previamente adaptado pelo nosso grupo, como descrito em
COSTA et al.,, 2012. De forma resumida, para a adaptacdo, o DENV-3 foi
injetado por via intracerebral (i.c.) em camundongos neonatos, sendo que no
quinto dia apos a infeccdo, os cérebros destes animais foram retirados e um
homogenato dos cérebros realizado em uma solucdo de 10% p/v em PBS,
centrifugado a 1.000 g, 4°C por 1 minuto, o sobrenadante coletado e essa
solucdo foi injetada (i.c) em novos animais. ApéOs varias passagens deste
procedimento, os animais foram ent&o infectados por via intraperitoneal (i.p.),
nos quais observou-se a instalacdo dos sinais caracteristicos da doenca em
camundongos (ex: reducdo da exploracdo do ambiente, arqueamento do dorso,
paralisia dos membros posteriores). Apds estes experimentos, foi entdo
realizada uma inoculacdo com diluicdo seriada em animais adultos (8 semanas
de idade), na qual pode-se acompanhar a taxa de letalidade indculo-

dependente.

Titulacdo do virus da Dengue

Células LLC- MK2 foram crescidas em meio DMEM com 5 a 6% de soro
fetal bovino (SFB) na presenca dos antibiéticos: fungizona (2 ug/mL), penicilina
(100 U/mL) e gentamicina (50 ug/mL). Em seguida tripsinizadas,
homogeneizadas e implantadas em placa de seis po¢os a uma densidade de
1x10° células/pogo. As placas foram incubadas em uma estufa a 37°C por
cerca de 24 horas, quando entdo seus pogos apresentaram uma monocamada
de células com uma confluéncia de 70% a 80%. As amostras de bacgo e figado
foram pesadas, maceradas com “cadinho” e pistilo de porcelana estéreis e
diluidas serialmente em meio DMEM com antibidticos na auséncia de SFB. As
amostras de sangue foram diluidas em solucdo salina Fosfato-tamponada
(PBS) e diluidas serialmente em DMEM. A cada poco foi adicionado 400 pL de
cada uma das diluicdes (102 a 107") de uma dada amostra. O controle de
células correspondeu a uma placa, na qual foi utilizado um po¢o ndo-inoculado,
sendo acrescentado apenas o meio DMEM com antibidticos na auséncia de

SFB. As placas foram incubadas por um periodo de uma hora e meia a 37°C
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(periodo de adsorcdo) durante o qual foram gentiimente movimentadas de
quinze em quinze minutos para garantir uma distribuicdo homogénea das
particulas virais sobre a monocamada de células. Terminado o periodo de
adsorcdo, o meio foi retirado dos pocos e desprezado, e as células lavadas
com uma solucédo tampao de fosfato (“phosphate-buffered saline — PBS”) (0.4
M NaCl e 10 mM de NaPOQO,). Em seguida, foi adicionado meio 199 contendo
1.5% de carboximetilcelulose, antibidticos e 3% de SFB. As placas foram
incubadas a 37°C por 7 dias ou até que aparecessem os efeitos citopaticos
observados ao microscopio invertido. As mesmas foram fixadas com formol
tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, coradas com
solucdo 1% p/v de cristal violeta em PBS para a determinacdo do titulo das
amostras, os quais foram expressos em PFU/mL (unidades formadoras de

placas por mililitro).

Animais e protocolo experimental

Nesse trabalho, foram utilizados animais da linhagem C57BL/6j (WT),
provenientes do centro de bioterismo do UFMG e animais deficientes para
PI3Ky (PI3Ky™), criados e mantidos no nosso biotério. Os animais utilizados
estavam com 8 semanas de idade, com n de 7 a 11 animais por grupo. Foram
infectados por via intraperitoneal (i.p) com 100 PFU/100uL do DENV-3
adaptado ao hospedeiro murino, correspondente a 1LDsp, conforme descrito
em COSTA et al.,, 2012. Para controle dos experimentos foram utilizados
grupos de animais WT ou PI3Ky™ inoculados com homogenato de cérebros de
animais neonatos previamente diluidos em PBS. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo comité de ética e experimentacdo animal da
UFMG/CETEA — PROTOCOLO N°113/09. Os animais foram monitorados em
intervalo de 16 dias para a obtencdo das curvas de letalidade ou entao,
sacrificados no 7° dia ap6s a infeccdo para a andlise dos parametros

inflamatorios.

Quantificacdo dos niveis de plaguetas circulantes
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No momento do sacrificio, 10 uyL do sangue de animais NI e infectados
em ambos os dias, foi coletado através veia cava inferior, e colocado em tubos
heparinizados. Este volume foi diluido na proporcdo de 1:100 em solucdo de
oxalato de amoénio 1%, o volume incubado por 20 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente, 10 yL foram colocados na cdmara de Neubauer
Bright-Line (Loptick Labor). ApGs nova incubacdo de 15 minutos, o nimero de
plaquetas foi quantificado no microscépio 6ptico invertido (LABOMED © TCM
400) utilizando a objetiva de 40X.

Analise do indice de hematodcrito

Uma pequena amostra de sangue de cada animal foi coletada por meio
de um tubo capilar de vidro heparinizado para determinacdo de micro-
hematécrito (Perfecta), o qual foi centrifugado em uma centrifuga de micro-
hematdcrito, rotacdo por 10 minutos (Centrifuge hematocrit HT). Em seguida,
foi realizada uma proporcdo entre o comprimento das porcdes vermelha
(concentracdo de elementos do sangue) e branca (concentracdo de plasma),

através de uma regra de trés simples:

Branco + Vermelho ————— 100%

Vermelho —TTTTTTTC X

Os resultados foram expressos em porcentagem e quanto maior o valor
obtido, maior a concentracdo de hemacias no sangue, indicativo de aumento

do extravasamento plasmatico.

Determinacdo dos niveis de citocinas

Para dosagem de citocinas, fragmentos do bago foram homogeneizados
em PBS contendo inibidor de proteases (0,1 mM “phenylmethilsulfonyl fluoride”,
0,1 mM “benzethonium chloride”, 10 mM “EDTA” e 20 KI aprotinina A) e 0,05%
“Tween 207, na proporgéo de 0,1 g de tecido para cada mL de solucéo; foi

utilizado um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - Fisher
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Scientific Pennsylvania, USA). O sobrenadante foi usado para as dosagens,
apos centrifugacdo de 3.000 g durante 10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4,
Jouan, Winchester, VA, USA). As amostras de baco foram analisadas na
diluicdo 1:3 como previamente padronizadas em nosso laboratorio.

A concentracdo das citocinas IL-6, IFN-y e TNF-a e da quimiocina
CXCL-1 foram quantificadas no baco e no soro dos animais através da técnica
de ELISA sandwich, de acordo com descri¢do feita por SOUZA et al., 2000a;
SOUZA et al., 2000b, utilizando-se kits de anticorpos adquiridos do fabricante
(R & D Systems, Minneapolis, USA), seguindo o protocolo recomendado,
resumidamente descrito abaixo.

Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA ). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7,4, sendo que a
sensibilizacdo ocorreu durante 18 horas a 4° C. A reacao foi bloqueada com
PBS acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma) por pelo menos 1 hora. As
amostras, o padréo e o branco acrescentados aos seus respectivos pocos. As
placas foram incubadas e guardadas na geladeira “overnigth”. O anticorpo de
deteccado foi adicionado aos pocos por 2 horas. A reacdo foi detectada pela
incubagdo com estreptavidina conjugada com peroxidase (“HRP-Streptavidin
Pharmingem” - 1:4000) e revelada com “OPD (o-phenylenediamine
dihidrocloride” - Sigma). Apds 30 minutos a reacdao foi interrompida com H,SOq,
A leitura foi feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC,

Uniscience do Brasil) com filtro para um comprimento de onda de 492 nm.

Dosagem de mieloperoxidase (MPQO)

A gquantificagdo do acumulo de neutrofilos nos tecidos foi obtida pelos
ensaios de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) como descrito
anteriormente por Matos et al (1999). Sumariamente, fragmentos de tecido dos
animais tanto infectados como controles foram removidos e congelados a
-20°C. Apos o descongelamento, 100 mg de tecido foi homogeneizado em 1.9
mL de tampéo (pH 4,7) (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPO,, 0,015 M NaEDTA),
utilizando-se um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - Fisher
Scientific Pennsylvania, USA), e centrifugado a 3.000 g por 10 minutos
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(Centrifuga. BR4, Jouan, Winchester, VA, USA). O precipitado foi submetido a
lise hipotonica (1.5 mL de solucdo de NaCl 0,2% seguido de adi¢éo de igual
volume de solucéo contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, 30 s apos ).

Apoés nova centrifugacgéo, o precipitado foi ressuspendido em 1.9 mL de
tampdo NaPO, 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de
“hexadecyltrimethylammonium (HTAB)” 0,5% e re-homogeneizado. Aliquotas
de 1 mL da suspensao foram transferidas para microtubos (Tubo 3810,
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP Brasil) de 1,5 mL e submetidas a trés
ciclos de congelamento/descongelamento, utilizando-se nitrogénio liquido.
Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.000g e os
sobrenadantes coletados. As amostras dos tecidos foram diluidas previamente
a analise em tampao NaPO,4 0,05 M na razéo 1:10.

A atividade da mieloperoxidase no precipitado ressuspendido foi
calculada pela medida das alteracdes na densidade Optica (OD) a 450 nm
utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H,O, (0,5 mM). A leitura foi feita no
leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os
resultados foram expressos como nuamero total de neutréfilos acompanhado da
OD do sobrenadante do tecido e comparados com neutréfilos da cavidade
peritoneal igualmente processados. Para tanto, a inducdo de neutréfilos na
cavidade peritoneal foi realizada pela injecdo de 3 mL de caseina 5%. Uma
curva padrdo do namero de neutroéfilos versus OD foi obtida previamente pelo
processamento de neutréfilos purificados (> 95% pureza) como descrito acima
e utilizado para a medida de atividade da mieloperoxidase.

Avaliacdo dos niveis das Transaminases Hepéaticas no soro

O sangue de animais foi coletado no 7° dia apos infecgéo atraves da
veia cava inferior, colocado em tubos heparinizados, centrifugados 5.000 rpm
por 10 minutos para obtencdo do soro. A dosagem das transaminases TGO e
TGP foi realizada através de teste colorimétrico utilizando Kits especificos para
cada uma, sendo a transaminase TGO/AST dosada pelo Kit K034 e
transaminase TGP/ALT pelo Kit KO35, ambos da Bioclin/Quibasa. A leitura foi
feita em leitor de ELISA no comprimento de onda de 505 nm.
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Analises Histopatoldgicas

Amostras do figado dos animais foram coletadas no 7° dia apos a
infeccdo e foram imersos em formol tamponado a 10% em PBS por 24 horas e
em seguida, colocados em solucdo de alcool 70% até o processamento das
amostras. Para o processamento, os tecidos foram submetidos a subsequentes
passagens em etanol em diferentes concentragdes (80%, 90%, absoluto 1 e 2
— 30 minutos cada), xilol (1 e 2 — 20 minutos cada) e em parafina liquida
(Paraplast Sigma; 1 e 2 — 30 minutos). Esses tecidos foram incluidos em blocos
de parafina. Cortes de 5 micro6tomos (um) de espessura foram dispostos em
laminas de microscopia. Apds essa fase, foram desparafinizados (xilol 20
minutos; alcool absoluto, 90%, 80% e 70% - 5 imersfes; agua). As laminas
foram coradas segundo a técnica de coloracdo de Hematoxilina de Harris (20
segundos) e Eosina (8 segundos) (HE). Em seguida, houve a desidratacéo
(a@lcool 70, 80, 90% e absoluto 1 e 2 — 5 imersdes; xilol 1 e 2 — 5 imersdes) e
montagem das laminas com Bélsamo do Canada sintético. Apds este processo,
as laminas foram avaliados sob um microscopio Axioskop 40 (Carl Zeiss, Go ~
ttingen, Alemanha), adaptado a uma camera digital (PowerShot A620, Canon,
Toquio, Japdo). A pontuacdo histopatoldgica foi realizada de acordo com um
conjunto de critérios personalizados conforme descrito em COSTA et al., 2012.
Resumidamente, avaliou-se o edema de hepatdcitos, degeneracdo, necrose e
hemorragia, com o uso de uma escala de 0 a 5 pontos (0, ausente; 1, minimo;
2, leve; 3, moderado; 4, marcante e 5, grave) em cada analise. Para facilitar a
interpretacdo, a pontuacdo geral avaliou todos o0s pardmetros acima,

totalizando 20 pontos.

Imunohistoguimica

Para realizacdo da imunohistoquimica, as amostras de figado utilizadas
para a andlise histopatologica foram cortadas com 5 microtomos (um) de
espessura e foram dispostas em laminas de microscopia. Apos, foram
desparafinizadas e hidratadas, seguida de incubacdo com tampao citrato por
30 minutos a 94°C. Incubou-se com peroxido de hidrogénio (H20,) diluido em
solugéo salina Tris-tamponada (TBS) por 30 minutos, seguida de lavagem com
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TBS por 15 minutos. Para deteccao da proteina viral NS3, utilizou-se anticorpo
anti-DENV NS3 Malb E1D8 diluido em PBS+BSA a 1%, numa diluicdo de
1:350, e incubado em cédmara Umida a 4°C por 18 horas. Apds o periodo de
incubacédo, as amostras foram lavadas em TBS por 15 minutos e tratado com
streptoavidina marcada com biotina-kit + EnVisionH Dual Link System-HRP
(Dako). As seccdes foram entdo lavadas em PBS com tetrahidrocloreto 3,39
diaminobenzidina-(K3468, Dako) por 5 minutos e corados com hematoxilina de
Mayer para a quantificagdo de células NS3" . A contagem das células foi
realizada em microscopico de alta poténcia, sendo 10 campos alternados para

cada amostra. Areas de necrose e hemorragia foram excluidas da analise.

Western Blot

Amostras do baco foram retirada dos animais no 3°, 5° e 7° dia apos
infecgao e foram preparadas como descritas por DIGNAM et al., 1983; SOUSA
et al., 2009. Resumidamente, a separacdo do material citoplasmatico do
nuclear foi feita através da adicdo de 500 pL de tamp&o RSB 1X (100mM Tris
pH 7.4, 100mM NaCl, 30mM MgCl,, 0.02% NaNs;.), seguida pela maceragao do
tecido com homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - Fisher
Scientific Pennsylvania, USA), e gelo por aproximadamente 15 min. Apds, foi
adicionado a mistura, 150 pL de uma solucéo de Nonidet P-40 a 5%., invertida
gentilmente por 3 vezes e deixada no gelo por mais 5 min. Seguiu-se com a
centrifugacdo da mistura a 6000 rpm por 6 min a 4°C. O sobrenadante
corresponde ao extrato citoplasmatico e foi aliquotado. O sedimento foi lavado
com RSB 1X e centrifugado a 900 rpm por 6 min a 4°C. O restante do
sobrenadante foi totalmente removido e ressuspendeu-se o sedimento em 200
pL do tampao C (0.42M NaCl, 1.5mM MgCl,, 25% (v/v) de Glicerol, 20 mM
Hepes pH7.4, 0.2mM EDTA, 0.01% NaN3). Apds ficar no gelo por
aproximadamente 30 a 40 min, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm por 15
min a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado e corresponde ao extrato nuclear. A
guantidade de proteinas foi dosada com reagentes de ensaio Bradford (Bio-
Rad). Extratos (40ug) foram separados por eletroforese numa desnaturagao de
10/15% de gel SDS de poliacrilamida e transferidos para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram blogueadas em 4°C overnight com PBS a
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5% (p/ v) de leite em po desnatado e 0,1% Tween-20, lavadas trés vezes com
PBS contendo 0,1% Tween-20 e entdo incubados com anticorpos especificos
P-Akt*®"® _ Cell Signalling Technlogy; NF-kB — Santa Cruz Biotechnology)
(1:2000) em solucéao salina contendo 5% (p / v) BSA e 0,1% Tween-20. Apols a
lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado
com peroxidase (1:3000). Bandas imunorreativas foram visualizadas usando
sistema de deteccdo ECL, como descrito pela fabricante (GE Healthcare,
Piscataway, NJ). Para realizacdo da densitometria, foi utilizado o programa

Image J analysis software (NIH).

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo médio
(EPM). As percentagens de inibigcdo foram calculadas através da subtracéo dos
niveis de basais (obtidos em animais ndo-infectados) em relacdo aos animais
selvagens e deficientes para PI3Ky. As diferencas entre as médias foram
analisadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) com péds-testes de
Student-Newman-Keuls. Quando necessario foi utilizado o teste t de student.
Diferencgas entre as curvas de sobrevida foram calculadas usando o teste Log
rank. Para a realizagéo de todas as andlises, foi utilizado o software GraphPad
PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA). Resultados foram

considerados significativos quando p< 0,05.

Pesquisa bibliogréafica

A pesquisa bibliografica e a obtencdo de artigos em formato eletrénico
foram feitas através da base de dados do portal Medline/Pubmed, no endereco:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=pubmed>. A obtencdo de
artigos em formato eletrénico também foi feita através da base de dados do
portal Periddicos Capes (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior-Capes/Mec), no enderecgo:
<http://www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp>. Foram avaliados
artigos originais, de revisdo ou atualizacdo e capitulos de livros-texto, conforme

sua relevancia para o tema de estudo, escritos em portugués e inglés. As
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palavras-chaves utilizadas foram: “Phosphoinositide 3-kinase, NF-kB, AKT,

Dengue virus, infection, inflammation, systemic inflammatory response”.
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RESULTADOS
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I. Infeccdo por DENV-3 ativa a via da PI3K.

Inicialmente, realizamos um experimento para avaliar se a via da PI3K é
ativada durante a infeccdo por DENV-3. A Figura 7 demonstra que apds a
infeccdo pelo DENV-3, ha a ativacdo dessa via demonstrada pela ativacao de
proteinas associadas a cascata de ativacdo de PI3K, como as moléculas
AKT/PKB e NF-kB.

NI DENV-3
3d 5d 7d
Extrato A 2 Ju—
Nuclear NF-kB p65
A YD T . P-Aktserd73
Extratos
Citosolicos| | quy wsr-are e e>ww W | (-actin

Figura 7: Ativagao da via da PI3Ky apés infec¢cdo pelo DENV-3. Os animais foram
infectados intraperitonealmente com 100 PFU/100uL do DENV-3 previamente adaptado ao
hospedeiro murino, como descrito em COSTA et al., 2012. A fosforilagdo da via foi avaliada
através de Western Blot do ba¢o dos animais previamente infectados. A figura é representativa

de 2-3 animais. Esse dado é representativo de 2 experimentos.

Il. Animais deficientes em PI3Ky apresentam taxa de letalidade reduzida

apos ainfeccdo com o DENV-3 em relag&o aos seus controles selvagens.

Para avaliar o papel da via enzimatica PI3Ky na patogénese da infecgao
por DENV-3, animais deficientes na expressdo da molécula PI3Ky e seus
respectivos controles selvagens foram infectados com 100 PFU/100uL do
DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino e monitorados quanto a taxa de

sobrevida por um periodo de 16 dias (Figura 8).
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Figura 8: Taxa de letalidade induzida pela infecc&o pelo sorotipo 3 do Dengue virus em
camundongos PI3Ky” e WT. Os animais foram infectados intraperitonealmente com 100
PFU/100uL do DENV-3 previamente adaptado ao hospedeiro murino, como descrito em
COSTA et al., 2012. A sobrevida dos animais infectados foi avaliada no decorrer de 16 dias. Os

grupos foram de 7 animais cada.

Pode-se observar que os animais PI3Ky” apresentaram maior sobrevida
em relacdo aos animais WT infectados com o mesmo inéculo viral. Na figura 8
observa-se que enquanto cerca de 60% dos animais WT sucumbiram a
infeccdo até o dia 16, esse percentual foi aproximadamente 3 vezes menor nos

animais PI3Ky”, correspondendo a, aproximadamente, 15%.

Il. Animais PI3Ky” apresentam menores alteracdes hematoldgicas apés
infeccdo com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino quando
comparados aos animais WT.

A plaquetopenia e hemoconcentracdo sdo fenbmenos que ocorrem
durante o ciclo de infecgdo por Dengue virus em humanos (GUZMAN et al.,
2010). No modelo desenvolvido pelo nosso grupo, temos estas alteracbes de
parametros hematologicos evidenciados (SOUZA et al., 2000a; COSTA et al.,
2012). A Figura 9 demonstra a avaliagdo desses parametros nos animais

selvagens e deficientes para PI3Ky apds a infecgao pelo DENV-3.
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Figura 9: Analise dos pardmetros hematoldgicos induzida pela infecgdo pelo DENV-3 em
camundongos PI3Ky"' e selvagens (WT). Os animais foram infectados intraperitonealmente
com 100 PFU/100uL do DENV-3 previamente adaptado ao hospedeiro murino, como descrito
em COSTA et al., 2012, anestesiados e eutanasiados para a coleta do sangue no 7° dia apds
infeccdo. Os resultados de plaquetas sdo expressos em numero de plaquetas/mL e o de
hematdécrito foram expressos em porcentagem. Média -+ EPM de 5-7 animais por grupo. * para
p < 0,05 quando comparados com os animais NI, # para p < 0,05 quando comparados 0s
animais WT e PI3Ky”'.

Como ilustrado pela figura 9, os animais selvagens apresentaram uma
trombocitopenia acentuada, com uma porcentagem de hematdcrito elevada,
uma indicacao indireta de um intenso extravasamento plasmatico. Os animais
PI3Ky” ndo apresentaram alteracdes hematoldgicas significativas,
caracteristicas da doenca. Esses animais tiveram um indice de namero de
plaguetas similar aos animais ndo infectados (Figura 9A) e também né&o
apresentaram alteracdes na porcentagem de hematdcrito, 0 que corresponde

ao inverso do ocorrido com os animais WT (Figura 9B).

IV. Animais PI3Ky” apresentam menor infiltrado neutrofilico apés
infeccdo com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino quando

comparados aos animais WT.

Durante a patogénese do Dengue virus, ocorre a ativacao de neutrdfilos,
0s quais podem acumular nos tecidos, contribuindo para aumentar a leséo
gerada durante a infeccdo (RENNESON et al., 2011). Diante disso, a Figura 10
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ilustra o infiltrado neutrofilico presente no baco (Figura 10A), figado (Figura
10B) e pulmdes (Figura 10C) dos animais infectados com DENV-3 adaptado ao
hospedeiro murino. Como pode-se observar, os animais WT apresentaram
intensos niveis de atividade da enzima mieloperoxidase, enquanto 0s animais
PI3Ky” apresentam menores niveis da atividade da enzima mieloperoxidase,
que é um indicativo indireto da presenca de neutroéfilos nos 6rgdos analisados.
Com isso, conclui-se que o0s animais selvagens possuem um infiltrado
neutrofilico significativo nestes 0rgaos, o que nos animais deficientes para

PI3Ky apresenta-se em um nimero menor.
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Figura 10: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase no baco, figado e pulmdes
dos camundongos PI3Ky"’ e selvagens (WT) infectados com DENV-3. Os animais foram
infectados intraperitonealmente com 100 PFU/100uL do DENV-3 previamente adaptado ao
hospedeiro murino, como descrito em COSTA et al., 2012, anestesiados e eutanasiados para a
coleta dos 6rgdos no 7° dia apés infeccdo. Os resultados sao expressos em unidades relativas.
Média -+ EPM de 5-7 animais por grupo. * para p < 0,05 quando comparados com 0s animais

NI, # para p < 0,05 quando comparados os animais WT e PI3KV'/".

V. Animais PI3Ky' apresentam menor producédo de citocinas e quimiocina
apo6s infeccdo com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino quando

comparados aos animais WT.
Os niveis de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a, IFN-y e da

guimiocina CXCL-1 foram quantificados no baco e soro dos animais infectados

com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino.
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Figura 11: Quantificacdo da producédo das citocinas pro-inflamatdrias IL-6, TNF-a, IFN-y e
da quimiocina CXCL-1 no bago e no soro dos camundongos PI3Ky"' e WT infectados
com DENV-3. Os animais foram infectados intraperitonialmente com 100 PFU/100uL do
DENV-3 previamente adaptado ao hospedeiro murino, como descrito em COSTA et al., 2012,
anestesiados e eutanasiados para a coleta do bago e sangue para obteng&o do soro no 7° dia
apos infeccdo. Média -+ EPM de 5-7 animais por grupo. * para p < 0,05 quando comparados
com os animais NI, # para p < 0,05 quando comparados 0s grupos de animais infectados WT e
PI3Ky™.

Observa-se uma producao elevada de citocinas IL-6, TNF-a, IFN-y no
soro (Figura 11A, 11B e 11C) e de IFN-y e da quimiocina CXCL-1 no baco
(Figura 11D e 11E) dos animais selvagens infectados. Essa elevagao pode ser
relacionada a um processo inflamatério mais significativo, uma vez que
detecta-se uma reducdo na deteccdo das citocinas e quimiocina acima
apresentadas nos animais PI3Ky™, quando comparado aos animais selvagens.
Vale ressaltar que néao foi detectada diferenca significativa quando avaliado
CXCL-1 no soro, assim como quando avaliado TNF-a e IL-6 no baco dos
animais infectados.
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V1. Animais PI3Ky” apresentam menor dano hepético apés infeccdo com
DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino quando comparados aos animais
WT.

O dano hepéatico € wuma das caracteristicas marcantes do
desenvolvimento da doenca (GUZMAN et al., 2010; SIMMONS et al., 2012).
Neste contexto, avaliamos a presenca do dano hepético através de analises
histopatolégicas e dosagem dos niveis de transaminases hepaticas, uma vez
que achados laboratoriais demonstram uma alteragdo nos niveis destas
transaminases em pacientes infectados com Dengue virus, corroborando com a
presenca de dano hepéatico (SIMMONS et al., 2012), além de uma anélise de

graduacéo do dano para a quantificacdo deste, através de uma pontuacao pré-

estabelecida (Figura 12).
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Figura 12: Andlise dos danos hepaticos induzidos pela infeccdao pelo DENV-3 em
camundongos PI3Ky'/' e selvagens (WT). Os animais foram infectados intraperitonialmente
com 100 PFU/100puL do DENV-3 previamente adaptado ao hospedeiro murino, como descrito
em COSTA et al., 2012, anestesiados e eutanasiados para a coleta do figado no 7° dia apds

infeccdo. Em A, * representam areas de hemorragia, os triangulos representam areas de
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necrose, as setas indicam a presenca de infiltrados de células inflamatérias. E.H.: edema de
hepatécitos, D: degeneracdo, N: necrose, H: hemorragia. Barra de escala: 100 um. EmBe C, *
para p < 0,05 quando comparados com os animais NI, # para p < 0,05 quando comparados os

animais WT e PISKV"'. Média -+ EPM de 5-7 animais por grupo.

Observa-se que o0s animais WT apresentam um dano hepético
significativo (Figura 12A), com areas de lesao tecidual, necrose, hemorragia e
um grande namero de células inflamatorias infiltradas, relatando a presenca de
uma inflamagcdo intensa neste Orgdo. Ja o0s deficientes para PI3Ky
apresentaram menor comprometimento hepatico, com preservacdo da
histologia do o6rgdo, assim como menor deteccdo de atividade de
transaminases TGO e TGP (Figura 12B) e menores niveis de hepatdcitos com
edemas, areas de necrose, areas de hemorragia e também de degeneracéo,
resultando em um escore de lesdo (Figura 13C) cerca de 4 vezes menor em

comparac¢ao com os animais WT.

VIl. Animais PI3Ky” apresentam menor carga viral apés infeccdo com
DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino quando comparados aos animais
WT.

A Figura 13 ilustra a carga viral presente no sangue, baco e figado dos

animais infectados pelo DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino.
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Figura 13: Verificagdo da carga viral no sangue, bago e figado dos camundongos PI3Ky'/'
e WT infectados com DENV-3. Os animais foram infectados intraperitonialmente com 100
PFU/100uL do DENV-3 previamente adaptado ao hospedeiro murino, como descrito em

COSTA et al., 2012, anestesiados e eutanasiados para a coleta do sangue, baco e figado no 7°
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dia apés infeccdo. Média -+ EPM de 5-10 animais por grupo. # para p < 0,05 quando

comparados os animais WT e PI3KV"'.

Nos animais selvagens infectados, detecta-se uma carga viral elevada
no sangue, baco e figado (Figuras 13A, 13B e 13C). Esta evidéncia nos
permite inferir a presenga de uma inflamagé&o sistémica, com DENV detectado
nos orgaos-alvo da doenca, além do sangue. Em contrapartida, pode-se
observar uma diferenca de, aproximadamente, 4 casas na escala logaritmica
na carga viral presente no baco e 2 na carga viral presente no sangue (Figuras
13A e 13B, respectivamente) dos animais PI3Ky” infectados com DENV-3,
quando comparados aos animais WT. Além disso, observa-se também uma
diminuicdo de, aproximadamente 5 casas na escala logaritmica na carga viral
presente no figado (Figura 13C) dos animais deficientes para PI3Ky,
corroborando com a preservacao da histologia deste 6rgdo, quando comparado
ao animal selvagem. Este resultado demonstra que o Dengue virus tem uma
menor taxa de multiplicagdo nos animais deficientes para PI3Ky, portanto esta

via parece estar relacionada com o processo de replicacéo viral.

VIIl. Animais PI3Ky” apresentam menos NS3 presente no figado apds
infeccdo com DENV-3 adaptado ao hospedeiro murino quando
comparados aos animais WT.

Para verificarmos a presenca do virus no figado dos animais infectados,
realizamos uma andlise imunohistoquimica para detectar a presenca da

proteina ndo-estrutural NS3.
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Figura 14: Verificagcdo da presenca da proteina viral ndo-estrural NS3 no figado dos
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camundongos PI3Ky” e WT infectados com DENV-3. Os animais foram infectados
intraperitonealmente com 100 PFU/100uL do DENV-3 previamente adaptado ao hospedeiro
murino, como descrito em COSTA et al., 2012, anestesiados e eutanasiados para a coleta do
figado no 7° dia ap6s infec¢do. Média -+ EPM de 5-6 animais por grupo. Em A, # para p < 0,05
quando comparados os animais WT e PI3Ky”'. Em B, as setas indicam a presenca de anticorpo

para NS3 corado com hematoxilina de Mayer.

Conforme demonstrado por COSTA et al., 2012, durante a infeccéo por
Dengue virus adaptado ao hospedeiro murino, pode-se observar a presenca da
proteina viral NS3 no figado dos animais infectados, confirmando a presenca
do virus neste 6rgdo. Em concordancia com a figura 13, na qual observamos
uma menor deteccdo da carga viral no sangue, figado e bago dos animais
infectados, na Figura 14A podemos ver que a quantidade de hepatdcitos
marcados positivamente com a proteina estrutura NS3 (NS3%) é muito menor
nos animais PI3Ky” quando comparados aos animais WT, o que esta ilustrado
na Figura 14B, na qual podemos observar uma quantidade significativa de

coloragdo para marcacao da proteina NS3.

66



DISCUSSAO
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A infeccdo pelos DENV tornou-se, nas Ultimas décadas, uma
preocupacdo cada vez mais alarmante para a saude publica mundial
(WHITEHEAD et al., 2007). Casos de epidemias, como a ocorrida no Rio de
Janeiro em 2008, estdo cada vez mais frequentes na historia do nosso pais. O
pouco conhecimento acerca dos mecanismos desencadeados pela infeccdo, a
inefichcia das medidas preventivas e terapéuticas contra a doenca, bem como
a auséncia de uma vacina eficaz, desencadearam, nos ultimos anos, um
cenario preocupante na esfera mundial e ao mesmo tempo tém despertado o
interesse da comunidade cientifica em busca de mais conhecimento acerca do
virus, do vetor e da patogénese da doenca.

Em estudos recentes, constatou-se que dentre o0s inumeros fatores
envolvidos durante a infeccdo pelo DENV, a resposta imunolégica exacerbada
e a incapacidade de controle da replicacdo viral por parte do hospedeiro, sdo
consideradas as duas maiores preocupacdes no que tange a infeccdo
(NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005; CLYDE et al., 2006; HALSTEAD, 2007).
Durante a busca pela homeostase, 0 sistema imune produz uma série de
citocinas, quimiocinas e a ativacdo de inumeros tipos celulares, o que pode
culminar na eliminacdo do patégeno e reestabelecimento da homeostase no
organismo, ou em danos que podem ser causados por uma resposta
inflamatdria descontrolada. Diversos dados da literatura demonstram a
presenca de altos niveis de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, como
TNF-a, IL-6, IL-10, MCP-1, e IFN-y em pacientes infectados pelo Dengue virus
e que essas moléculas parecem contribuir para a gravidade da doenca,
incluindo comprometimento hepatico, hipotensédo, trombocitopenia e choque
hemorragico (CHATURVEDI et al., 2000; NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005;
CHEN et al., 2006). Deste modo, o estudo dos mecanismos envolvidos na
resposta do hospedeiro durante a infeccédo pelo DENV se mostra pertinente.

O conhecimento acerca da patogénese da doenca ainda é incipiente, e
isto € em parte, devido a presenca de poucos modelos experimentais
apropriados. Nosso grupo, nos ultimos anos, desenvolveu modelos animais de
infeccdo primaria para os DENV-2 e DENV-3, no qual mimetiza o quadro clinico
pré-inflamatoério observado durante a infeccdo humana. Com a utilizacdo deste
modelo, demonstramos a participacdo de diversas moléculas na patogénese
desencadeada pelo DENV, como, por exemplo, PAF, MIF, receptores de
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quimiocinas como CCR2 e CCR4, IFN-y e NO, como descrito por SOUZA et al.,
2000a; ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2010; GUABIRABA et al., 2010;
FAGUNDES et al.,, 2011a; COSTA et al., 2012. Frente a estas evidéncias de
que o modelo em uso permite 0 estudo da patogénese, este se torna uma
ferramenta importante.

Como j& descrito, diversos trabalhos relatam a participacdo da via da
PI3K, especialmente a classe IB, em processos fisioldégicos e, como relatado
por WILLIAMS et al., 2006, a PI3Ky também desempenha um papel importante
na inflamagéo e na quimiotaxia. Segundo GHIGO et al., 2010, as observacdes
experimentais de que PI3Ks representam mediadores importantes da cascata
de sinalizacdo que conduz ao inicio da resposta inflamatéria, despertou
interesse de diversos grupos, no intuito de esclarecer esta participacdo e
desenvolver possiveis alvos terapéuticos.

Dados na literatura indicam que apos a infeccdo in vitro por Flavivirus
como o VEJ e o DENV-2, h& nas células infectadas, o aumento da fosforilacédo
da AKT mesmo em estagios precoces da infeccdo (LEE et al., 2005; CHANG et
al.,, 2006). No nosso modelo de infeccdo por DENV-3, fica evidente a
participacdo da PI3K in vivo. Através do Western Blot, podemos verificar a
ativacdo da via da PI3K durante a infeccdo pelo DENV. Adicionalmente,
através da andlise do Western Blot, observamos a fosforilacdo dos produtos
AKT e NF-kB principalmente no 5° dia apds a infeccéo.

O nosso modelo de infeccdo por DENV-3 ¢é caracterizado por
importantes alteracdes hematoldgicas, como acentuada trombocitopenia e
hemoconcentragcdo. De modo interessante, 0S nossos resultados
demonstraram que nos animais PI3Ky” infectados, ndo houve alteragbes
hematologicas significativas, sendo que estes animais apresentaram niveis de
plaguetas circulantes e porcentagem de hematdcrito similares aos animais
controles (ndo-infectados), o que difere dos animais selvagens infectados. Isso
vem de encontro aos estudos desenvolvidos por GOERGE et al., 2008, no qual
demonstraram que as plaguetas além de mediar a formacdo do tampéo
hemostéatico, também desempenham uma funcdo importante durante o
processo inflamatério. Este trabalho demonstra que, durante a inflamacéo, as
funcBes pro-tromboticas das plaguetas séo reduzidas, e as plaquetas ativadas

sdo capazes de aumentar a expressdo de moléculas inflamatérias no endotélio.
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Além disso, relataram que anticorpos anti-dengue podem apresentar reacdes
cruzadas com plaquetas, fatores de coagulagcdo e células endoteliais,
resultando em trombocitopenia, podendo desencadear hemorragia grave.
Assim, em animais PI3Ky” a auséncia de trombocitopenia pode estar
associada a efeitos indiretos, como por exemplo, menor alteracdo das células
endoteliais, como na morfologia do vaso, ou diminuicdo dos fatores de
agregacéo de plaquetas ou por efeitos diretos sobre a plaqueta, uma vez que
essa apresenta sinalizacdo dependente da via PISK/AKT (MORELLO et al.,
2009).

A migracao de neutroéfilos para o local é um dos mecanismos centrais do
sistema imunologico contra a infeccdo (GARCIA et al., 2010). PINHO et al.,
2007, demonstraram em estudos realizados com camundongos deficientes na
subunidade p110 da PI3Ky, a importancia desta isoforma na regulacdo do
recrutamento e acumulo de neutrdéfilos in vivo e constataram também que a
migracdo destas células através do epitélio é dependente da expressao de
PI3Ky. Ja no nosso modelo em estudo, conforme ilustrado na Figura 10, a
reducdo no recrutamento de neutrfilos nos animais PI3Ky” foi observada
através da menor atividade da enzima mieloperoxidase no baco, figado e
pulmdes dos animais infectados. Segundo WANG et al., 2002; KOYASU, 2003,
uma das possiveis explicacfes para esta interferéncia de PI3K na migracéo
deve-se ao fato de que o processo de migracao celular requer reorganizacéo
dindmica da estrutura do citoesqueleto e da membrana e é evidente a
necessidade de produtos da via PI3K na polaridade celular e em processos
como filopodia e formagao do fagossoma.

A interacdo do patdégeno com células dos sistema imune resulta na
producéo e liberacdo de inumeros mediadores imunes, que Sa0 responsaveis
por controlar a resposta do hospedeiro. Dentre estes mediadores, podemos
citar as citocinas e quimiocinas. Diversos estudos relatam a presenca de
citocinas como IL-6, TNF-qa, IL-8, MCP-1, CCL2 e IFN-y no soro de pacientes
infectados com Dengue virus, e mais, pacientes que desenvolveram a forma
mais grave da doenca, na maioria das vezes, apresentaram niveis elevados
destas citocinas nas fases tardias da infeccdo em relacdo ao pacientes que
desenvolveram a forma classica da doenca (CHATURVEDI et al., 2000;
LIBRATY et al., 2002; MANGADA et al.,, 2004; LIN et al., 2005). Aléem disso,
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trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo também apresentam caracteristicas
similares, com a participacdo de diversos mediadores inflamatérios no
processo de infeccdo pelo Dengue virus adaptado ao hospedeiro murino
(SOUZA et al., 2009; ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2010; GARCIA et al., 2010;
GUABIRABA et al., 2010; FAGUNDES et al., 2011a; COSTA et al., 2012). No
nosso presente estudo, observamos uma diminui¢ao significativa na producao
de IL-6, TNF-a, IFN-y e da quimiocina CXCL-1 no baco e soro dos animais
PI3Ky” quando comparados aos seus controles selvagens infectados (Figura
11). Diversos trabalhos relatam a importancia de citocinas como IL-6 e TNF-a
em respostas inflamatorias sistémicas. O TNF-a € um importante regulador da
imunidade inata e da inflamacdo aguda. No entanto, em niveis elevados, a
citocina em questdo € uma importante causa de complicacfes sistémicas,
dentre elas o choque (CHATURVEDI, 2006). O papel do TNF-a na patogénese
do dengue é critico e, provavelmente, inicia 0s varios processos que estdo
relacionados com extravasamento plasmatico (ATRASHEUSKAYA et al.,
2003). Ja a citocina IL-6 € produzida principalmente por mastécitos e por
células endoteliais e esta relacionada ao aumento da permeabilidade vascular.
IFN-y é classicamente conhecido por sua atividade antiviral e existem relatos
na literatura de que animais deficientes para IFN-y sdo altamente susceptiveis
a infeccbes de diversas origens, inclusive pelo Dengue virus (DINARELLO,
1999; BROMBACHER et al., 2003, FAGUNDES et al., 2011a; COSTA et al.,
2012). Muitas infecgdes virais induzem a expressdo de quimiocinas, como
CXCL-1, que estdo envolvidas no recrutamento e ativacdo de leucocitos para
os sitios de infec¢do. Sabe-se que DENV, como as demais infec¢des virais €
capaz de induzir a expressdo dessa quimiocina (CHEN et al., 2006;
RENNESON et al.,, 2011). Como os animais, objeto deste estudo, séo
deficientes para PI3Ky, podemos inferir que a menor produgao de citocinas e
quimiocinas estaria diretamente relacionado a uma modulacdo de resposta
imune controlada, gerando menos danos ao organismo, diferente do que ocorre
nos animais selvagens. Um dos mecanismos de acédo da PI3Ky pode estar
relacionado ao fato de que a presenca desta facilita o processo de interacao
entre células de defesa, como, por exemplo o neutréfilo, e o endotélio
inflamado (COSTA et al., 2011).
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Ja é descrito na literatura que infec¢ao por DENV causa danos hepaticos
significativos. No nosso modelo, conforme ilustrado por SOUZA et al., 2000a;
FAGUNDES et al, 20l1la; COSTA et al, 2012, ha um grande
comprometimento hepatico, com alteracdes na estrutura e fisiologia do 6rgao,
assim como um aumento dos niveis de transaminases hepaticas presente no
soro dos animais infectados. Demonstramos também a presenca de antigenos
virais, como proteina NS1 e NS3 no figado dos animais, assim como diversos
parametros como edema de hepatdécitos, hemorragia, necrose, degeneracao e
infiltrado inflamatoério, composto por neutréfilos, macréfagos e linfocitos.
COSTA et al.,, 2012, correlacionam ainda a possibilidade desses danos
estarem diretamente relacionados a alta carga viral presente no figado dos
animais infectados. Dados da literatura e deste trabalham corroboram com os
resultados apresentados por COSTA et al.,, 2012, o qual demonstra que o
envolvimento do figado durante a patogénese do Dengue virus é claro, como
sendo um 6rgado alvo da infeccdo e replicagdo do virus. Em contrapartida, o0s
animais deficientes para PI3Ky apresentaram menores danos hepaticos,
conforme ilustrado na figura 12. Neste trabalho, através da analise histolégica,
podemos observar uma preservacao na arquitetura do figado nestes animais
deficientes, assim como podemos ver que 0s niveis de transaminases
hepaticas estdo indiscutivelmente alterados nos animais WT infectados,
quando comparados aos animais PI3Ky™, que, por sua vez, apresentam niveis
similares aos animais néo infectados. Ainda, podemos observar que todos os
parametros avaliados na graduacdo de dano histopatolégico estdo diminuidos
nos animais PI3Ky” quando comparados aos animais WT. PAES et al., 2009,
relatam resultados similares aos do nosso grupo, com danos hepaticos
significativos e presencga de antigenos virais no 6rgdo. Podemos concluir que
os animais deficientes para PI3Ky possuem um menor comprometimento
hepatico, que é caracteristico da doenca, conforme demonstrado por COSTA et
al.,, 2012, o que esta relacionado com os demais resultados do nosso estudo,
como menor infiltrado neutrofilico e menor producdo de mediadores
inflamatorios.

Dados na literatura indicam que apdés a infeccao in vitro por Flavivirus
como o VEJ e o DENV-2, h4d nas células infectadas, como a N18, uma

linhagem de neuroblastoma murino, o aumento da fosforilagdo da AKT mesmo
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em estagios precoces da infec¢cdo. Além disso, o bloqueio da PI3K por um
inibidor inespecifico da enzima (LY294002 ou Wortmannin) foi responsavel pela
geracdo de maiores efeitos citopaticos dos virus nas células infectadas em
estagios precoces da infeccéo, contudo o bloqueio dessa via nao interferiu na
replicacdo viral e nem na producdo de proteinas virais apés a infeccdo. Os
autores atribuem estes elevados efeitos citopaticos ao aumento da apoptose
das células infectadas (LEE et al., 2005). Interessantemente, observamos no
nosso modelo uma reducdo significativa na carga viral presente no baco,
sangue e figado dos animais deficientes para PI3Ky infectados, quando
comparados aos seus controles selvagens. Esses dados podem corroborar
com o estudo de MCLEAN et al.,, 2011, o qual relata que grande parte da
patologia associada a infec¢des in vivo de Dengue virus pode resultar da
apoptose causada por Flavivirus durante o curso da infec¢do. Além disso, este
mesmo trabalho conclui que DENV-2 induz autofagia e que este processo é
importante para a replicagdo viral em células infectadas, como hepatdcitos.
Uma consequéncia comum da sinalizacdo da autofagia € o aumento da
regulacdo de pro-sobrevivéncia da célula, o que correlaciona estes dados com
a via da PI3K. Conforme ja descrito, PI3K esta relacionada com processos
fisiolégicos do organismo, como o mecanismo de apoptose. Neste estudo,
MCLEAN et al., 2011, concluiram que a proteina viral NS4 é a responsavel por
induzir uma autofagia dependente de PI3K, protegendo contra a morte celular.
No nosso modelo, podemos ter um mecanismo parecido, no qual a auséncia de
PI3Ky seria crucial para o controle da replicacéo viral, uma vez que nao ha o
processo de autofagia dependente dessa via, culminando na morte celular e
consequente ndo replicacdo viral. Outra possivel explicagdo para a reducdo da
carga viral vista nos animais deficientes para PI3Ky pode estar relacionada ao
processo de penetracdo da particula viral na célula hospedeira. Segundo
EHRHARDT & LUDWIG, 2009, a via da PI3K e seus produtos parecem regular
também este passo do processo de replicacdo viral, uma vez que quando
inibiu-se PI3K, observou-se um acumulo de particulas de Influenza A virus na
superficie celular.

Ainda em concordancia com os dados presentes na literatura, de que a
via da PI3K esta relacionada a ativagdo de moléculas e mecanismos nos

hepatocitos (OSAWA et al, 2002), podemos observar um numero
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significativamente elevado de hepatoécitos positivos para a proteina viral NS3
nos animais selvagens infectados, o que esta em um namero extremamente
menor nos animais deficientes para PI3Ky (Figura 14), o que corrobora com o
resultado da presenca da carga viral no figado desses animais. MCLEAN et al.,
2011, relatam a inducao, por DENV-2, de autofagia dependente de PI3SK. Como
0 processo de autofagia estd relacionado com a replicacdo viral, os animais
deficientes para PI3Ky apresentam menor numero de hepatdcitos positivos
para NS3.

Podemos observar na Figura 8 uma protecdo dos animais PI3Ky” apds
a infeccdo pelo DENV-3 verificada através da maior sobrevida destes animais,
visto que a letalidade destes foi em torno de 10%, enquanto que nos animais
WT, infectados com o mesmo in6culo viral, foi observada letalidade de
aproximadamente 60%. Este dado corrobora e ilustra todos os demais dados
apresentados, com 0s quais podemos inferir que os animais deficientes para
PI3Ky apresentam uma protecdo durante a infeccdo, com uma resposta
inflamatoria mais controlada. Torna-se importante ressaltar que resultados
semelhantes foram encontrados também apos a infeccdo por DENV-2, fato que
valida ainda mais 0 nosso modelo de estudo e reforca a importancia da via de
PI3Ky na patogénese do dengue experimental.
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CONCLUSOES
A via da PI3Ky desempenha um papel importante no organismo. Este

papel tem como destaque a participagao efetiva desta via como sinalizadora

em processos inflamatorios, como ja descrito na literatura. Com base nos
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estudos e no desenvolvimento do nosso modelo, podemos inferir que a PI3Ky
possui uma funcdo importante durante a infeccdo pelo Dengue virus em
camundongos, haja visto que os animais deficientes apresentam uma resposta
imune mais controlada, lesionando menos o organismo.

Com estes resultados apresentados, podemos ver que 0S animais
PI3Ky” apresentaram protecdo quando infectados com DENV-3, dados que
sdo de grande importancia para o entendimento da patogénese da dengue,
uma vez que os estudos sobre esta ainda séo incipientes. Com experimentos
futuros, como o bloqueio da via da PI3Ky, através do uso de inibidor especifico,
podemos confirmar a importancia desta via no desenvolvimento da doenca e

sugerir um novo alvo terapéutico para o controle da doenca.
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